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5PoPis kratica i simbola
KBC klinički bolnički centar
OB opća bolnica
NO dušik (II) oksid
EDRF relaksirajući čimbenik iz endotela (engl. endothelium-derived relaxing factor)
GTN gliceriltrinitrat
n. živac (lat. nervus)
JAM vezna adhezijska molekula (engl. junctional adhesion molecule)
ZO-1 čvrsti spoj 1 (lat. zonula occludens 1)
ZO-2 čvrsti spoj 2 (lat. zonula occludens 2)
ZO-3 čvrsti spoj 3 (lat. zonula occludens 3)
ASIP 
protein koji stupa u interakciju s atipičnom proteinskom kinazom C (engl. 
atypical protein kinase C isotype-specific interacting protein)
AF6 afadin 6
VAP-33 protein 33 usmjeren ka vezikulama (engl. vesicle targeting protein 33)
ZAK 
kinaza povezana s čvrstim spojem (engl. sterile alpha motif and leucine 
zipper containing kinase)
ZONAB 
transkripcijski čimbenik koji se veže na nukleinske kiseline, a povezan je s 
čvrstim spojem 1 (engl. ZO-1-associated nucleic acid binding protein)
PKC proteinska kinaza C
SŽS središnji živčani sustav
ATP adenozin trifosfat
MIP-2 makrofagni upalni protein 2 (engl. macrophage inflammatory protein 2)
TNF-α čimbenik tumorske nekroze α (engl. tumor necrosis factor α)
IL-β interleukin β
AQ-4 akvaporin 4 (engl. aquaporin 4) 
6BBB krvno-moždana barijera (engl. blood-brain barrier)
cGMP ciklički gvanozin monofosfat
MMP metaloproteinaza matriksa (engl. matrix metalloproteinase)
NOS sintaza dušikova oksida (engl. nitric oxide synthase)
cNOS konstitutivna NOS
iNOS inducibilna NOS
eNOS endotelna NOS 
nNOS neuronska NOS
NF-κB nuklearni čimbenik κB (engl. nuclear factor κB)
AP-1 aktivirani protein 1 
X aritmetička sredina
SEM standardna pogreška aritmetičke sredine (engl. standard error of the mean) 
n broj uzoraka
IQR interkvartilni raspon (engl. interquartile range)
Q kvartile (engl. quartiles)
C. carpio šaran (lat. Cyprinus carpio) 
C. auratus zlatni karas (lat. Carassius auratus)
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91.  UVod
Engleski prirodoslovac, istraživač i putopisac Charles Darwin početkom 19. st. utemeljio je 
suvremeno shvaćanje evolucije tezom o biološkoj determiniranosti, prema kojoj je evolucija 
vrste trajan, progresivan i ireverzibilan proces koji gotovo uvijek vodi k sve većoj složenosti, 
odnosno usavršenosti organizma. Darwinova je teorija omogućila da se i čovjek smjesti u 
veliko drvo života, pokazujući njegovo mjesto u prirodi i povezanost sa svim drugim vrsta-
ma.
Kralježnjacima pripadaju životinje koje su svojom građom dosegle najviši stupanj u živo-
tinjskom svijetu. Sa stajališta evolucije životinjskog carstva to su najviše organizirane živo-
tinje, čiji se postupni razvoj može pratiti po pojedinim razredima tog potkoljena (plaštenjaci, 
bezlubanjci, kralježnjaci). Evolucija u toj skupini dovela je do snažnog razvoja živčanog 
sustava.
Voda je bila kolijevka života tijekom najvećeg dijela njezine 4,6 milijardi godina stare po-
vijesti. Najraniji oblici života, jednostavna zbirka organskih spojeva, razvili su se i zadržali 
u vodi. Koštunjače (Teleostei) najbrojnija su skupina koštanih riba (Osteichthy) koja ima 
oko 25000 vrsta (1). To ih čini najbrojnijom skupinom kralježnjaka. Budući da su najranije 
koštunjače živjele davno prije najranijih kopnenih kralježnjaka, a također i zbog toga što 
se jedna skupina koštanih riba (Sarcopterygii) drži pretkom kopnenih kralježnjaka, koštane 
ribe, uključujući koštunjače, često se označavaju kao »primitivne«. S gledišta filogenetskog 
razvoja to nije sasvim točno jer su sve sada živuće vrste koštunjača imale mnogo više vre-
mena za diferencijaciju i adaptaciju nego svi kopneni kralježnjaci.
Zbog svega navedenog, istraživanje središnjega živčanog sustava koštunjača potiče kompa-
rativni pristup u istraživanju, odnosno komparativnu, diferencijalnu neuroanatomiju i zoo-
psihologiju, čime se ističe pristup filogenetske ekvivalencije.
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1.1.  Živčani sustav koštunjača
Mozak koštunjača anatomski se sastoji od 1) velikog ili prednjeg mozga (telencephalon), 
2) međumozga (diencephalon), 3) srednjeg mozga (mesencephalon) i 4) zadnjeg ili malog 
mozga (metencephalon, cerebellum) te 5) produžene moždine (myelencephalon, medulla 
oblongata) (slika 1) (2, 3, 4).
Slika 1. Model šaranskog mozga.  
Dijelovi mozga označeni u zagradi nisu vidljivi na modelu.
Veliki ili prednji mozak (telencephalon) riba razvijen je slabije od ostalih dijelova mozga 
(5). Na njemu razlikujemo dorzalno pallium, tanku epitelnu membranu koja odvaja prostor 
zajedničke moždane komore (ventriculus communis) od lubanjske šupljine te ventralni dio, 
corpora striata (6). Corpora striata sastoji se od dva dijela, dorzalnog i bazalnog dijela, koji 
čini kaudalni produžetak njušnog živca (bulbus olfactorius) (7). Prednji mozak je centar za 
njuh.
Međumozak (diencephalon) je u većine riba malen i pokriven srednjim mozgom. Njegova 
je struktura prilično složena. Sastoji se od epitalamusa, talamusa i hipotalamusa (8, 9). 
Na epitalamusu se nalazi parni ganglion habenulare iznad ležeće epifize (glandula pinea-
lis) (10). Pokraj epifize nalazi se žljezdasta paraepifiza (glandula parapinealis) (11, 12). U 
znatnog broja vrstâ ribâ epifiza ima utjecaj na pigmentne stanice i reakcije ribe na svjetlo 
i tamu (13). Ona je rudiment optičkog organa. Ispred talamusa nalazi se mjesto križanja 
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vidnog živca (chiasma opticum). Osobito je dobro razvijen hipotalamus, koji se sastoji od 
membrane (infundibulum) na koju se nastavlja hipofiza. Lateralno se nalaze donji režnjevi 
(lobi inferiores). Međumozak je tijesno povezan s hipofizom, i u njemu postoje mjesta kroz 
koje se obavlja sekrecija (14). Smatra se da međumozak vrši korelaciju dolazećih i odlazećih 
impulsa, posebice onih koji se odnose na endokrini sustav i autonomni živčani sustav (12).
Srednji mozak (mesencephalon) sastoji se od ventralnog dijela koji čini nastavak talamu-
sa, a nastavlja se kaudalno u produženu moždinu (basis ili tegmentum) (15). Dorzalni dio 
(tectum opticum) podužom je brazdom podijeljen na dva režnja koji se nazivaju lobi optici 
ili corpora bigemina (8, 15). Ispod njih nalazi se torus longitudinalis, koji se kod nekih vr-
sta, primjerice šarana, može vidjeti kaudalno (16). Nakon križanja u optičkoj hijazmi većina 
vlakana vidnog živca završava u tektumu, centru za vid (4). Ovdje se stvara slika nakon 
prenošenja podražaja primljenih u oku. Iz baze izlaze dva moždana živca koji inerviraju oko 
i očne mišiće (n. oculomotorius i n. trochlearis). Srednje mozak je povezan sa svim okolnim 
dijelovima mozga.
Tektum riba nije povezan samo s funkcijama vida. Osim funkcije vida on provodi i koordina-
ciju informacija dobivenih ostalim osjetilima te na taj način utječe na kretanje i položaj (17).
Zadnji ili mali mozak (metencephalon, cerebellum) tvori kaudodorzalni dio mozga (4). 
Smješten je iznad produžene moždine. Sastoji se od tijela (corpus cerebelli) i postraničnih 
izbočina (auriculae cerebelli) koje su u sredini odvojene jednom dubokom brazdom. Mali 
mozak kranijalno ulazi ispod optičkog tektuma u treću moždanu komoru kao valvula cere-
belli. Mali mozak ima istu građu kao kod sisavaca (18). Vanjski sloj tvore živčane stanice, a 
unutrašnji sloj živčana vlakna. Između ta dva sloja nalaze se Purkynĕove stanice. Brojna afe-
rentna i eferentna vlakna povezuju mali mozak s receptorima i efektorima. Mali mozak ima 
funkciju održavanja ravnoteže, odnosno usklađivanja pokreta, održava tonus mišića, reguli-
ra funkcionalnu sposobnost organa vida, sluha i dr. (19). Tijelo malog mozga povezano je s 
leđnom moždinom, a time i s osjetima i muskulaturom tijela. Postranične izbočine povezane 
su s vestibularnim aparatom i s organom bočne linije. Nedavna istraživanja pokazala su da je 
mali mozak teleosta prijeko potreban u klasičnom kondicioniranju motornih odgovora (20).
Produžena moždina (myelencephalon, medulla oblongata) povezuje mozak s leđnom mož-
dinom, u koju prelazi bez jasne granice (21). Produžena moždina je kontinuirani nastavak 
bazalnog dijela srednjeg mozga u kaudalnom smjeru. Na dorzalnoj i ventralnoj strani na njoj 
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se nalaze mediane brazde. Dorzalna brazda kranijalno ograničuje četvrtu moždanu komoru 
(fossa rhombidae). Stranice ove komore su zadebljale, i u njima se nalaze jezgre X mož-
danog živca (n. vagus). Kranijalno od lobi vagales nalazi se parno zadebljanje u kojem je 
smješten centar za slušne živce (lobi acustici). Kod ciprinida i silurida lobi vagales posebno 
su razvijeni (22).
Kao i leđna moždina, produžena moždina ima dorzalne i ventralne korijene iz kojih izlazi 6 
pari moždanih živaca. Preko njih produžena je moždina povezana s cijelim nizom osjetnih i 
ostalih organa tijela. Osim toga, kroz nju prolaze motorički i senzorni putovi između ostalih 
dijelova mozga i leđne moždine.
leđna moždina (columna vertebralis) znatno je jače razvijena od mozga (23). Ona se na-
stavlja na produženu moždinu i seže do zadnjeg kralješka. Dorzalno i ventralno nalaze se 
udubljenja, sulcus medianus dorsalis i fissura mediana ventralis. U centru moždine u sivoj 
tvari smješten je centralni kanal obložen ependimskim stanicama. U centralnom kanalu na-
lazi se likvor. Leđna moždina sastoji se od sive i bijele tvari. Siva tvar nalazi se u unutraš-
njosti moždine i tvori četiri roga, dva dorzalna (columna dorsalis) i dva ventralna (columna 
ventralis) iz kojih izlaze korijeni živaca (24). Živci imaju segmentalni raspored: iz svakog 
segmenta izlazi po jedan živac (25). Segmentalno raspoređeni dorzalni i ventralni živčani 
korijeni u riba spajaju se u jedan živac koji se dijeli na tri grane: ramus dorsalis, ramus 
ventralis i ramus visceralis. Dorzalna i ventralna grana segmentalno inerviraju kožu, mišiće 
i pigmentne stanice. Visceralna grana inervira unutrašnje organe i krvne žile te sudjeluje u 
stvaranju simpatičkoga živčanog sustava.
Moždane komore (ventriculi) su prostori ili šupljine u mozgu ispunjeni moždanom tekući-
nom (liquor cerebralis) (4). Zajednička komora (ventriculus communis) nalazi se u pred-
njem mozgu i sastoji se od dva dijela: prve i druge komore. Treća komora je razmjerno 
velika. Ona ulazi u sve izdanke međumozga, u infundibulum, ascus vasculosum i šupljine, 
lobi inferiores. Kaudalno se preko moždanog vodovoda povezuje s četvrtom komorom.
Moždane ovojnice (meninges) obavijaju cijeli mozak. Moždana ovojnica riba jednostavne 
je građe. Između ovojnice i periosta, odnosno perihondrija, nalazi se rastresito vezivno tkivo 
bogato masnim stanicama, perimeningealno tkivo (26).  
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Ribe imaju deset pari moždanih živaca (n. olfactorius, n. opticus, n. oculomotorius, n. troc-
hlearis, n. trigeminus, n. abducens, n. facialis, n. acusticus, n. glossopharyngeus, n. vagus) 
(27, 28).
Autonomni žičani sustav dio je perifernog živčanog sustava i kod viših se kralježnjaka sa-
stoji od simpatičkog i parasimpatičkog sustava. U koštunjača je parasimpatički sustav slabo 
razvijen i malo poznat.
1.1.1.  Komparativna neurobiologija i evolucija mozga riba
Evoluciju kralježnjaka obilježava postupni razvoj živčanog sustava koji ide usporedno sa 
sve jače izraženim razvojem glavene regije. S osvajanjem kopnene sredine razvoj mozga je 
ubrzan, škržne pukotine postoje samo u zametku, repni predio postupno gubi svoje znače-
nje, a parne peraje nadomještavaju udovi (autopodi), čiji se opći plan građe ne mijenja od 
vodozemaca pa sve do čovjeka (29) (slika 2). Svi kralježnjaci od vodozemaca nadalje su 
četveronošci.
Slika 2. Usporedba ljudskog mozga i mozga pastrve (Salmo trutta).  
A. Ljudski mozak. Hemisfera velikog mozga označena je tamno sivo, a moždano deblo svijetlo sivo. B. Mozak 
pastrve. Hemisfera velikog mozga (tamno sivo) vrlo je mala u usporedbi s moždanim deblom (svijetlo sivo). 
Regija označena bijelim je olfaktorni bulbus koji procesuira informacije njuha. Olfaktorni bulbus u čovjeka 
relativno je malen. C. Usporedba veličine ljudskog mozga i mozga pastrve (31).
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Evolucijski put riba razreda zrakoperki (Actinopterygii), među njima i koštunjača (Teleostei), 
tekao je odvojeno od evolucijskog puta kopnenih životinja (Tetrapoda) (30). Tijekom zasebne 
evolucije mozak koštunjača stekao je vrlo kompleksnu makroskopsku strukturu; neki dijelo-
vi mozga nemaju ekvivalente u tetrapodnih kralježnjaka (primjerice valvula cerebelli i torus 
longitudinalis) ili imaju različit oblik, primjerice telencephalon, koji je podlegao tzv. »ever-
zivnom« razvoju, za razliku od »inverzivnog« razvoja koji se uobičajeno nalazi u tetrapoda.
U viših kralježnjaka i čovjeka prednji mozak znatno je razvijeniji; u kori se nalaze živčane 
stanice, za razliku od koštunjača u kojih ne postoji siva tvar u homolognom dijelu (pallium) 
(32). Za ribe, koje se drže najprimitivnijim kralježnjacima i imaju slabo razvijen telecefalon, 
smatra se da imaju ograničene kapacitete učenja, međutim, novija razvojna, neuroanatomska 
i funkcionalna istraživanja ukazuju na to da je evolucija mozga i ponašanja mnogo više kon-
zervirana nego što se to ranije mislilo. Eksperimentalni podatci upućuju na to da osobine i 
neuralna osnova učenja i pamćenja među teleostima i višim kralježnjacima pokazuju znatne 
sličnosti. Primjerice, lateralni telencefalički palij u teleosta, koji je homologan hipokampu-
su, selektivno je uključen u prostorno učenje i pamćenje, kao i u klasično kondicioniranje 
(6). Za razliku od njega, medijalni palij, koji se drži homolognim amigdalima, odgovoran je 
za emocionalno kondicioniranje teleostnih riba (33). Neopallium se prvi put pojavio u moz-
gu naprednih reptila kao što su krokodili (34). U mozgu sisavaca neopalij je znatno povećan 
i naziva se neocortex.
Tektum, multisenzorna i topološki mapirana struktura u kranijalnom dijelu srednjeg mozga 
primjer je važnog stupnja konzerviranosti u svih kralježnjaka (30). Svojstvo učenja, tj. stva-
ranje refleksa, u riba je povezano s tektumom srednjeg mozga koji obavlja jedan dio funkcija 
što ih u viših kralježnjaka obavlja kora velikog mozga.
Komparativna neurobiologija upućuje na to da se mali mozak najprije pojavio u riba kao 
specijalizirana struktura sustava lateralne linije, koja služi za orijentaciju organizma. Pri-
mitivne ribe, kao sljepulja i paklara, nemaju strukturu malog mozga. Za razliku od njih, 
koštunjače imaju dobro definiran mali mozak. U hrskavičnih riba prva se javlja struktura 
anatomski i funkcionalno slična malom mozgu sisavaca (35). Mali mozak ima istu građu 
kao kod sisavaca (36).
Struktura i funkcija leđne moždine u riba vrlo je slična onima u viših kralježnjaka (37).
Ribe imaju deset pari moždanih živaca, za razliku od sisavaca koji ih imaju dvanaest (27).
Moždana ovojnica riba jednostavne je građe, za razliku od viših kralježnjaka u kojih se ona 
diferencira u dvije do tri ovojnice (38).
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1.2.  krvno-moždana barijera
Već prije više od 100 godina Paul Ehrlich (1885) zamijetio je da određene farmakološki 
aktivne molekule i boje injicirane u krvotok brzo difundiraju u većinu organa, s iznimkom 
središnjega živčanog sustava (SŽS) (39). Ehrlich je na temelju tih zapažanja ustvrdio da 
okolina središnjega živčanog sustava ima specijalizirana svojstva koja omogućuju selektivni 
ulazak samo određene frakcije cirkulirajućih čimbenika. Od toga se vremena pa do danas 
temeljni koncept funkcioniranja i uloge krvno-moždane barijere nije bitno promijenio. Krv-
no-moždana barijera membranska je struktura s primarnom ulogom zaštite središnjega živ-
čanog sustava od potencijalno štetnih tvari koje se nalaze u krvi, uz istodobno propuštanje 
tvari koje su potrebne za fiziološke metaboličke funkcije. Prema suvremenim shvaćanjima, 
krvno-moždana barijera kontrolira tijek molekula između krvi i mozga (mozga, leđne mož-
dine i retine), ali i pridonosi regulaciji (homeostazi) mikrookoliša mozga.
Krvno-moždana barijera najviše je istraživana u sisavaca. Svojstvo propusnosti te specifične 
stanične barijere u ljudskom mozgu u osnovi je regulirano kapilarnim endotelnim stanica-
ma (40, 41). Te cerebralne kapilare inervirane su živčanim završetcima intracerebralnog ili 
ekstracerebralnog podrijetla (42). Različite komponente paracelularnih i transcelularnih pu-
tova zajedno upravljaju obiljem fizioloških osobina transportnog epitela kralježnjaka. Tran-
scelularni putovi koriste se apikalnim i bazolateralnim transporterima/kanalima, vezanima 
za membranu, koji provode tvari kroz samu epitelnu stanicu, dok je paracelularna propu-
snost regulirana međustaničnom »gustoćom«, odnosno selekcijom molekula na temelju nji-
hova naboja i veličine. Osobinama paracelularnog prolaza tvari ponajviše upravlja kompleks 
tijesnih veza (engl. tight junctions) koji je smješten između epitelnih stanica na najapikalni-
joj regiji lateralne stanične membrane (43). Nagy i autori zaključili su da endotelne stanice 
moždanih kapilara imaju najkompleksnije čvrste spojeve od svih endotelnih kapilara u tijelu 
(44). Susjedne epitelne stanice oblikuju proteinske niti tijesnih veza koje prijanjaju jedna na 
drugu tvoreći polupropusnu barijeru. Osim toga, tijesne veze polariziraju epitelne stanice 
tako da okružuju apikalno-lateralnu regiju stanice i oblikuju »obrambeni zid« koji razdvaja 
apikalne i bazolateralne proteine vezane uz membranu. Kompleks tijesnih veza sastavljen je 
od integralnih transmembranskih proteina tijesnih veza, kao i perifernih proteina-podupirača 
tijesnih veza (43). Do danas je opisano više od 40 proteina tijesnih veza sisavaca. Dijele se 
na integralne proteine (klaudine, okludine i JAM) i periferne proteine (ZO-1, ZO-2, ZO-3, 
cingulin, simplekin, 7H6 antigen, AF6, ASIP, Sec6/8 kompleks, VAP-33, ZAK, ZONAB, 
Rab 3B, Rab 13, Gα
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, PKC i dr.) (45, 46). Drži se da postoji logaritamski odnos između 
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broja čvrstih spojeva i transcelularnoga električnog otpora (47). Također se drži da se kom-
pleksnost čvrstih spojeva može koristiti kao parametar propusnosti (48).
Danas se zna da osim endotelnih stanica postoje još najmanje četiri druge stanične vrste 
koje također pridonose regulaciji propusnosti krvno-moždane barijere (41). Dokazano je da 
astrociti, neuroni i periciti, uz izvanstanični matriks, na određen način pridonose jedinstve-
nom fenotipu krvno-moždane barijere (49, 50, 51, 52). Ustroj endotelnih stanica, pericita, 
astrocita, neurona i izvanstaničnog matriksa u novije se vrijeme definira kao neurovaskular-
na jedinica (53). Endotelne stanice i periciti dijele zajedničku kapilarnu bazalnu membranu, 
dok je više od 99% moždane kapilarne površine opkoljeno završnim nožicama astrocita 
(54). Prostor ispunjen bazalnom membranom i smještaj između endotela/pericita i završnih 
nožica astrocita zapravo oblikuje međuodnos krvi i mozga. Udaljenost između završnih no-
žica astrocita, kapilarnih endotelnih stanica i pericita samo je 20 nm, što čini odnos između 
endotela, pericita i završnih nožica astrocita jednim od najintimnijih staničnih interakcija u 
biologiji uopće (55). Periciti pridonose stabilnosti malih krvnih žila: općenito, interakcija 
pericita s endotelom potrebna je za tvorbu, sazrijevanje i održavanje krvno-moždane barijere 
(56). Astrociti su lokalizirani između neurona, pericita i endotelnih stanica sa svojim nastav-
cima i potrebni su za održavanje i sazrijevanje krvno-moždane barijere (57). Dokazano je da 
posreduju u regionalnom moždanom protoku (58) te da imaju visoku gustoću akvaporin-4 
(AQ-4) vodenih kanala, povezanih s ubrzanim unosom vode za vrijeme nastajanja možda-
nog edema (59). Malo je dokaza o tome na koji način neuroni pridonose ustrojstvu krvno-
moždane barijere. Funkcije izvanstaničnog matriksa jesu podržavanje i usidravanje stanica 
kroz adhezijske receptore, odvajanje stanica jedne od druge te reguliranje međustanične 
komunikacije. Izvanstanični matriks sastavljen je od strukturnih proteina kolagena, lamini-
na, fibronektina, elastina, trombospondina i proteoglikana (60). Ti su proteini osjetljivi na 
enzimsku razgradnju. Razgradnja strukturnih proteina izvanstaničnog matriksa i adhezijskih 
receptora povezuje se s povećanom propusnošću krvno-moždane barijere pri moždanom 
udaru (61, 62).
1.2.1.  Komparativna neurobiologija i evolucija krvno-moždane barijere u riba
Iako je krvno-moždana barijera opisana u svih kralježnjaka, najbolje je istražena u sisavaca, 
a slabo karakterizirana u nižih kralježnjaka. Komparativno-anatomske studije pokazale su 
da postoje određene razlike među pojedinim vrstama kralježnjaka, kao i razlike u pojedinih 
vrsta tijekom razvoja. Krvno-moždanu barijeru u nekralježnjaka i u nekih nižih kralježnjaka, 
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poput prečnoustih riba, čini interakcija neurona i glijalnih stanica (63, 64, 65). Prečnouste 
ribe od ostalih kralježnjaka su se odijelile prije 400 milijuna godina (66, 67). No, u većine 
kralježnjaka, pa tako i u riba nadreda teleosta, ustrojstvo i funkcija krvno-moždane barijere 
koordinirani su interakcijama između neurona, astrocita i endotelnih stanica. Prema novi-
jim radovima Bundgaarda i Abbotta (2008.), »glijalna« krvno-moždana barijera predstavlja 
pleziomorfno obilježje, dok je »endotelna« krvno-moždana barijera apomorfno obilježje (66). 
Poznato je da se endotelijalna barijera pojavljivala nezavisno nekoliko puta tijekom evolucije 
te se drži sekundarnom evolucijskom razvojnom karakteristikom. Selektivna prednost može 
djelomično potjecati iz većeg razdvajanja funkcije između endotela i astrocitne glije (67).
Mehanizmi ionskog transporta preko transcelularnih putova u riba relativno su dobro karak-
terizirani (68, 69). Endotelna barijera ribljeg mozga istraživana je na ultrastrukturnoj razini u 
mnogih teleostnih vrsta (70). Na ultratankim rezovima pod elektronskim mikroskopom i na 
smrznutim rezovima prikazani su čvrsti spojevi smješteni na mjestu kontakta između stanič-
nih membrana susjednih stanica (71, 72, 73). Ultrastrukturna istraživanja kompleksa tijesnih 
veza (74), kao i elektrofiziološka istraživanja koja su koristila ionoregulacijski epitel (69, 
75, 76), snažno podržavaju heterogenost tijesnih veza kao kritičnu komponentu sveukupne 
fiziološke strategije koja omogućuje ribama da dominiraju u vodenim uvjetima. Na temelju 
istraživanja na živim embrijima transgeničnih japanskih riba riže (Oryzios latipes) saznaje-
mo da su klaudini ključne molekule koje diktiraju funkciju čvrstih spojeva (77). Duplikacije 
genoma u riba kao i tandemske duplikacije gena, posebice u odgovoru na posebne fiziološ-
ke izazove povezane s raznolikošću u vodenim uvjetima, dovele su do osobite ekspanzije 
obitelji klaudina u ovoj skupini životinja (78, 79, 80). Primjerice, čak 35 gena koji kodiraju 
klaudine teleostnih riba vrste Fugu rubripes odgovara broju od 17 gena koje nalazimo u 
sisavaca, što preostali 21 gen čini specifičnim za riblje vrste (81).
Još uvijek se, međutim, nedovoljno zna o paracelularnim putovima i njihovim sastavnicama 
u ovoj skupini kralježnjaka, a, osim klaudina, vrlo malo se zna i o proteinima tijesnih veza 
u riba te kako ti proteini odgovaraju na fiziološke izazove povezane sa životom u vodenim 
uvjetima (82, 83, 84).
Još jedna osobitost koja se vezuje uz funkciju krvno-moždane barijere u teleosta jesu protei-
ni izvanstaničnog matriksa ependimini. Do sada nisu u potpunosti karakterizirani homologni 
slijedovi ependimina u sisavaca. Nakon sinteze u unutrašnjem endomeningealnom sloju, 
topivi ependimini distribuiraju se putem sustava cerebrospinalnog likvora. Dio ependimina 
povezan je s kolagenim vlaknima izvanstaničnog matriksa krvno-moždane barijere i drže se 
modulatorom njezine funkcije (85).
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Mozak riba, kao i u drugih naprednijih vrsta kralježnjaka, izdvojen je iz sistemske cirku-
lacije krvno-moždanom barijerom koja omogućuje transport glukoze, monokarboksilata i 
aminokiselina. Postoje izvješća o nekim jasnim razlikama u propusnosti krvno-moždane 
barijere zamijećenima u teleosta i sisavaca, primjerice da monoamini mogu prolaziti krv-
no-moždanu barijeru u teleosta, ali ne i u sisavaca (86). Jedno od istraživanja propusnosti 
krvno-moždane barijere s pomoću određenih standardnih tvari pokazalo je da tvari tzv. 1. 
klase, koju čine tripansko plavilo, bromfenolno plavilo, natrijfenolsulfonftalein i natrijfluo-
rescein, ne prolaze krvno-moždanu barijeru zlatnog karasa, no natrijtiocijanat, koji ubrajamo 
u 2. klasu tvari, nakon intraperitonealne injekcije zauzima veći moždani prostor od klorida, 
kojega držimo 3. klasom tvari (87). Rezultati tog istraživanja upućuju na to da postoji bitna 
razlika u mehanizmu krvno-moždane barijere teleostnih riba i sisavaca (87). Ipak, još uvi-
jek se ne zna dovoljno o strukturnim i funkcionalnim razlikama u barijeri između pojedinih 
vrsta kralježnjaka; velika varijabilnost anatomije krvno-moždane barijere u kralježnjaka u 
određenom smislu otežava izučavanje njezine funkcije, kao i interpolaciju rezultata tih istra-
živanja s jedne vrste na drugu.
1.2.2.  Funkcija i važnost krvno-moždane barijere
Pojednostavnjeno možemo reći da je jedan od najvažnijih razloga postojanja barijere izme-
đu krvi i mozga njegova zaštita. Neki bakterijski toksini, primjerice toksin bacila difterije, 
tetanusa i dr., osobito su neurotoksični. Potpuna ili barem djelomična zaštita središnjega 
živčanog sustava stoga je nedvojbeno iznimno važna tijekom infekcije takvim bakterijama. 
U istom kontekstu čini se nevjerojatnim da krvno-moždana barijera, prisutna u svih životinj-
skih vrsta, i nekralježnjaka i kralježnjaka koji imaju znatno razvijen i kompleksan živčani 
sustav, može imati samo ulogu zaštite protiv infektivnih agensa i drugih štetnih okolišnih 
utjecaja. Naime, jedna od temeljnih funkcija krvno-moždane barijere, u kralježnjaka kao i u 
nekralježnjaka, jest uspostavljanje stabilne ionske mikrookoline koja osigurava odgovara-
juće aktiviranje neurona i širenje akcijskog potencijala (88). U tom je smislu barijera učin-
kovita, ili možda čak učinkovitija, u blokiranju izravne izmjene tvari koje iz intersticijskog 
prostora dolaze u krvotok nego u obrnutom smjeru. Svi su neurotransmiteri polarne prirode 
te stoga imaju vrlo ograničenu propusnost kroz krvno-moždanu barijeru (89). Regije mozga 
koje su bogate sinapsama imaju visoku metaboličku razinu i zbog toga pojačan protok krvi 
za vrijeme aktivnosti. Bilo bi neekonomično odmah nakon sekrecije neurotransmiter »ispra-
ti« u kapilarnu moždanu cirkulaciju. Takvo zatvaranje unutrašnjeg okoliša podupire kon-
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cept aktivne regulacije homeostaze cerebralnoga intersticijskog prostora (90, 91). Općenito, 
prisutnost te barijere između krvi i intersticijskog prostora potrebna je za omogućavanje 
mehanizama ulaska tvari koje su potrebne, odnosno izlaska tvari koje se trebaju ukloniti. 
Individualne komponentne neurovaskularne jedinice funkcioniraju tako da reguliraju mikro-
vaskularnu permeabilnost, ionski gradijent, unos nutrijenata, uklanjanje toksina i cerebralnu 
hemodinamiku (88, 92). Bilo koja od individualnih komponenata može pridnijeti promjeni 
propusnosti krvno-moždane barijere (92).
Propusnost krvno-moždane barijere može se mijenjati na tri razine. U prvom redu, učinkovi-
tost transporta ovisi o količini i odistribuciji protoka krvi u mozgu. Potom su tu tijesne veze 
koje mogu biti djelomično ili potpuno otvorene, čime omogućuju ili povećavaju »vodeni 
put« za prolaz otopina u moždani intersticijski prostor. Na posljetku, postoje specifični tran-
sportni mehanizmi, čija se propusnost može regulirati (88).
Danas se intenzivno ispituju metode za sigurno i reverzibilno otvaranje krvno-moždane bari-
jere u svrhu primjene dijagnostičkih i terapijskih tvari (93, 94). Također, izniman znanstveni 
interes usmjeren je k istraživanju krvno-moždane barijere u patološkim uvjetima, posebice 
njezine uloge u vazogenom moždanom edemu, odnosno povećanoj propusnosti (95, 96, 97).
Usprkos brojnim istraživanjima, neka temeljna pitanja vezana uz stanične i molekularne 
mehanizme, koji kontroliraju ustrojstvo, integritet i funkcioniranje krvno-moždane barijere, 
još uvijek ostaju otvorena.
1.3.  Biološka uloga i važnost dušik (ii) oksida
Dušik (II) oksid (NO), u početku poznat kao relaksirajući čimbenik iz endotela (engl. en-
dothelium-derived relaxing factor, EDRF), plinovita je signalna molekula koja ima važnu 
ulogu u različitim biološkim procesima u kralježnjaka, slobodno difundira kroz membrane 
i ne veže se za specifične receptore (98). Jedna je od najmanjih i najjednostavnijih biološki 
aktivnih molekula u prirodi. U različitim fiziološkim i patološkim uvjetima endogeni NO 
otpuštaju različite vrste stanica, poput endotelnih stanica, neurona, astrocita, fagocita (mo-
nociti, makrofagi i neutrofili) i trombocita (99, 100, 101, 102). NO se biosintetizira iz L-argi-
nina s pomoću enzima sintaze dušikova oksida (NOS). NOS postoji u tri izoforme, od kojih 
su dvije konstitutivne (cNOS) i ovisne o kalciju, a jedna je inducibilna (iNOS) i nije ovisna 
o kalciju (103). Endotelna NOS (eNOS) i neuronska NOS (nNOS) dvije su konstitutivne 
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izoforme. Kao jedna od najraširenijih signalnih molekula u sisavaca, NO je glavni čimbenik 
u kontroliranju gotovo svake stanične i organske funkcije u tijelu. NO je jedina endogena 
molekula koja ima funkciju neurotransmitera, autakoida, konstitutivnog medijatora, indu-
cibilnog medijatora, citoprotekcijske molekule i citotoksične molekule. Endotelni NO od-
govoran je za tonus krvnih žila, dok neuronalni NO vjerojatno ima ulogu neurotransmitera, 
odnosno dio je sustava drugog glasnika (104). NO može poticati biološko djelovanje putem 
molekularnih mehanizama ovisnih i neovisnih o cikličkom gvanozin monofosfatu (cGMP). 
NO uzrokuje vazodilataciju time da aktivira drugi glasnik, cGMP. Budući da NO ima mnogo 
fizioloških uloga u reguliranju brojnih i različitih organskih funkcija, poremećaji u NO putu 
dovode do razvoja mnogih različitih patofizioloških stanja. Treća izoforma NOS je induci-
bilna, a može se stimulirati u uvjetima stresa, upale i infekcije (103). Pod tim uvjetima NO se 
može stvarati u velikim količinama te imati štetan učinak na SŽS. Takva oštećenja uključuju 
arterijsku hipertenziju, aterosklerozu, koronarnu arterijsku bolest, srčano zatajenje, plućnu 
hipertenziju, moždani udar, impotenciju, vaskularne komplikacije u šećernoj bolesti, ulkuse 
gastrointestinalnog trakta, astmu i druga sistemska oboljenja i oboljenja središnjega živča-
nog sustava (99).
Usprkos tome što je riječ o jednostavnoj tvari, NO je važna molekula na području neurozna-
nosti, u fiziologiji i imunologiji, te je stoga 1992. godine proglašena »molekulom godine«, 
a trojica istraživača Robert F. Furchgott, Louis J. Ignarro i Ferid Murad, zbog otkrića ovoga 
novog načela signalnog mehanizma u biološkim sustavima dobila su Nobelovu nagradu iz 
područja medicine za 1998. godinu (105).
1.3.1.  Uloga dušik (II) oksida u mijenjanju propusnosti krvno-moždane  
barijere
Pokusima na sisavcima dokazano je da NO povećava propusnost krvno-moždane barijere 
omogućavajući tvarima da ulaze u mozak na pasivan način. In situ perfuzijske studije na 
modelu štakora pokazale su da NO posreduje otvaranje krvno-moždane barijere do određe-
ne mjere, ovisno o donoru NO koji se koristio (106, 107). Precizni molekularni mehanizam 
povećane propusnosti krvno-moždane barijere kompleksan je i nije u potpunosti razjašnjen, 
no može se zaključiti da je ovisan o koncentraciji (108). NO sam po sebi uzrokuje umjereno 
oštećenje propusnosti krvno-moždane barijere. Rezultati istraživanja na sisavcima upućuju 
na to da donori NO uzrokuju povećanje propusnosti krvno-moždane barijere, koje se može 
povezati s nastajanjem peroksinitrita (108, 109, 110).
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Reakcija nastajanja hidroksilnih radikala iz superoksida i NO: (111, 112)
U ovoj reakciji superoksid (O2
−) reagira s dušikoksidnim radikalom (NO·)
(k = 3,7 × 107 m-1 · s-1 (113)) te nastaje potencijalno toksični peroksinitritni anion (ONOO-; 
reakcija 1) (114). Peroksinitrit ima pKa 6,5 (115, 116) i, kada je protoniran, pretvara se u 
peroksidušikastu kiselinu (HONOO), koja se vrlo brzo homolitički razgrađuje te nastaje 
hidroksilni radikal (·OH) i dušikov dioksid (NO2; reakcija 2).
O2
− + NO· → ONOO- (reakcija 1)
ONOO- + H+ → HONOO → ·OH + NO2 (reakcija 2)
No, precizna biokemija NO još uvijek nije jasno definirana. U širem kemijskom smislu NO 
može osim dušikoksidnog radikala (NO·) proizvesti i druge redoks vrste s različitim osobi-
nama reaktivnosti: NO+ (nitrozilni kation) i NO- (nitroksilni anion) (117). Prema istraživanju 
Boje i Lakhmana, najteže oštećenje krvno-moždane barijere u štakora bilo je uzrokovano 
donorima NO koji su proizveli više različitih redoks vrsta (NO·, NO+, NO-) (106).
Mehanizam štetnog učinka na krvno-moždanu barijeru najvjerodostojnije je povezan sa 
stvaranjem peroksinitrita (118, 119). Posljedično dolazi do moždanog edema, pa i do ra-
zvoja upalne reakcije, odnosno otpuštanja citokina, kao što su čimbenik nekroze tumora ili 
interleukin 1β, te do sekundarnog oštećenja mozga. Također je zamijećeno da otpuštanje tih 
medijatora upale može imati i određeni neuroprotekcijski učinak (120). NO također nastaje i 
kao posljedica upalnog procesa te poput modulatora upale sudjeluje u moždanom oštećenju 
(121, 122). Stvaranje peroksinitrita može dovesti i do nitrotirozinacije proteina, što pak mo-
že utjecati na stanične funkcije i na vijabilnost stanica (123).
Također je opaženo da inhibicija aktivnosti gliceraldehid-3-fosfat dehidrogenaze s pomoću 
NO uzrokuje smanjenje koncentracije adenozin trifosfata (ATP) u endotelnim stanicama, što 
može potaknuti pojačanu propusnost tijesnih veza (124).
Neka su istraživanja razmatrala povezanost NO i metaloproteinaza matriksa (MMP) u otva-
ranju krvno-moždane barijere. NO može aktivirati neke MMP, a dokazano je da MMP raz-
građuju brojne supstrate, među ostalim i komponente bazalne lamine poput laminina, tipa IV 
kolagena i dr. (125). Zamijećeno je da je nakon ishemije ili traume smanjena koncentracija 
laminina, tipa IV kolagena i proteina ZO-1 tijesnih veza (126). Dokazano je da NO aktivira 
MMP-9 s pomoću transkripcijskih čimbenika osjetljivih na NO (nuklearni čimbenik κB, NF-
κB, aktivirani protein 1, AP-1), koji su također transkripcijski čimbenici za sintezu MMP-9 
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(127, 128). Povećana aktivnost MMP-2 opažena je tijekom inicijacije ishemijskog procesa 
i dokazano je da je povezana s prvim razdobljem bifazičnog otvaranja krvno-moždane bari-
jere (129, 130, 131). Drugo razdoblje bifazičnog otvaranja korelira s povećanom aktivnošću 
MMP-9, povezanom s povećanim vazogenim edemom i hemoragijskom transformacijom u 
ljudskom kao i u životinjskom modelu (132, 133, 134).
Također postoje i studije koje pokazuju da NO modulira ionske kanale u ekscitacijskim sta-
nicama i tako utječe na povećanje propusnosti krvno-moždane barijere (135).
Utjecaj NO na propusnost krvno-moždane barijere za sada nije istraživan u nižih kralježnjaka.
1.3.2.  Gliceriltrinitrat kao donor dušik (II) oksida
Tvari koje daju NO (bilo spontano ili interakcijom s komponentama tkiva) često se kori-
ste u istraživanju jer oponašaju endogeno otpuštanje NO. Primjeri takvih donora NO su 
natrijev nitroprusid, S-nitrozo-N-acetil-penicilamin, 3-morfolinosidnonimin, NO aspirini i 
gliceriltrinitrat (GTN) (136). GTN je organski nitrat koji otpušta NO biotransformacijom u 
ciljnom tkivu u metaboličkoj pretvorbi organskog nitrata u NO s pomoću enzima glutation 
S-tranferaze, citokroma P450 i tiolnih reakcija (137). GTN je visoko lipofilna molekula koja 
lako prolazi krvno-moždanu barijeru (138, 139). Reuter i suradnici dokazali su povećanje 
ekspresije iNOS mRNA u moždanim strukturama 2 sata nakon primjene GTN, kao i pove-
ćanje ekspresije iNOS proteina 4, 6 i 10 sati nakon infuzije (140). Istjecanje proteina plazme 
iz arteriola i kapilara uočeno je 4 sata nakon infuzije GTN, što se može potisnuti primjenom 
specifičnog inhibitora iNOS. Isti autori pokazali su i da primjena GTN potiče ekspresiju pro-
upalnih gena kao što su geni za interleukin-6 i interleukin-1, odnosno da aktivira mastocite i 
makrofage, što dovodi do odgođene upalne reakcije nakon 4 do 6 sati (140).
1.3.3.  Uloga i važnost NO u teleosta
Za sada se vrlo malo zna o regulaciji cerebralne cirkulacije povezane s NO u nižih kralje-
žnjaka, posebice u riba. NOS je eksprimirana u središnjem živčanom sustavu svih istraživa-
nih teleostnih riba. Otkriven je donekle jednoznačan obrazac distribucije aktivnosti NOS u 
istraživanim dijelovima mozga različitih vrsta riba: u šarana (Cyprinus carpio L.), zlatnog 
karasa (Carassius auratus) i kalifornijske pastrve (Oncorhynchus mykiis) su telencephalon, 
hipotalamus i mesencephalon pokazali najviše NOS aktivnosti; u antarktičkih teleosta NOS 
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se može dokazati u Purkynĕovim stanicama malog mozga, dok se u malom mozgu zlatnog 
karasa NOS nije mogao uočiti (141, 142, 143, 144, 145, 146). Ekspresija nNOS i iNOS opa-
žena je u nekih ribljih vrsta, dok su za eNOS dobiveni nepodudarni podatci (147).
U svjetlu povezanosti NO i središnjega živčanog sustava ribe najviše je pozornosti posve-
ćeno istraživanju utjecaja hiperkapnije/anoksije na moždanu cirkulaciju. U sisavaca hiper-
kapnija uzrokuje cerebralnu vazodilataciju i povećanje protoka krvi kroz mehanizme koji 
uključuju povećanje stvaranja NO (148). Poznato je da mozak većine kralježnjaka, s obzi-
rom na visoke metaboličke potrebe i određene biokemijske specifičnosti, slabo podnosi pro-
duljeno stanje anoksije. Iznimka od toga pravila su sve ektotermne vrste (149). Regulacija 
cerebralne cirkulacije povezana s NO donekle se razlikuje u pojedinih vrsta riba. U riba koje 
dobro podnose hiperkapniju/anoksiju, kao što su zlatni karas i šaran, smatra se da je regula-
cija cerebralne cirkulacije ograničeno povezana s NO (150). Aktivnost NO sintaze povezana 
je s pH te u uvjetima produljenog stanja anoksije prestaje biti aktivna (151). Kalifornijska 
pastrva izložena pCO2 od 22,5 mmHg pokazuje 80% povećanje brzine cerebralnog protoka, 
dok karas ne pokazuje promjene cerebralnog protoka koje bi bile vezane uz NO (152). Istra-
živanja cerebralne cirkulacije provedena na zlatnom karasu pokazala su sličan obrazac kao 
u karasa, bez odgovora na hiperkapniju (153). Ista istraživanja nisu potpuno isključila NO 
u regulaciji cerebralne cirkulacije te upućuju na to da NO regulira cerebralni protok krvi u 
zlatnog karasa u normoksičnim uvjetima, dok je adenozin glavna vazoregulacijska molekula 
koja povećava cerebralni protok potreban za anaerobnu glikolizu za vrijeme anoksije (151). 
Također je dokazano da NO sintaza u sisavaca nije ovisna o temperaturi, za razliku od nekih 
istraženih ribljih vrsta u kojih je aktivnost NOS ovisna o temperaturi kao u šarana i zlatnog 
karasa (142, 154).
U posljednje vrijeme istraživanja na području neuroendokrinologije i imunologije ističu važ-
nost NO u teleosta. Pokazalo se da u teleosta NO sudjeluje u modulaciji sekrecije hormona 
na sličan način kao u sisavaca (155), dok imunološke studije upućuju na važnu ulogu NO u 
imunosnom odgovoru organizma riba razreda teleosta (156).
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2.  CilJevi i SvRhA RADA
Koncept važnosti krvno-moždane barijere u regulaciji unutrašnjeg okoliša mozga već je 
odavna široko prihvaćen. Svi kralježnjaci imaju krvno-moždanu barijeru, specijalizirani sloj 
stanica koji kontrolira transport/prolaz molekula između krvi i mozga (mozga, leđne mož-
dine i retine) i pridonosi regulaciji (homeostazi) mikrookoliša mozga. Krvno-moždana bari-
jera, ranije shvaćena kao statički, rigidni zid između SŽS i periferije, zapravo je dinamična, 
kompleksna struktura sposobna za brzu modulaciju pod određenim uvjetima (92, 157).
Mehanizmi signalnih putova krvno-moždane barijere još nisu dovoljno jasni i istraženi. Sig-
nalni putovi i procesi povezani s čvrstim spojevima podrazumijevaju signale koji polaze 
iz unutrašnjosti stanice, a usmjereni su na čvrste spojeve u smislu da mijenjaju njihovo 
ustrojstvo i reguliraju međustaničnu propusnost, kao i signale usmjerene od čvrstih spojeva 
do stanične unutrašnjosti koji moduliraju gensku ekspresiju, staničnu proliferaciju i diferen-
cijaciju (158). Istraživanja na sisavcima nedvojbeno su potvrdila da postoje mnogi kaskadni 
putovi, među ostalima i oni posredovani s pomoću NO, koji mogu dovesti do otvaranja krv-
no-moždane barijere, a eventualno posljedično i do razvoja vazogenog edema i sekundarnog 
oštećenja mozga (109). Krvno-moždana barijera danas je u žarištu znanstvene pozornosti s 
krajnjim ciljem iznalaženja načina mijenjanja propusnosti ove na prvi pogled nepremostive 
zapreke za prolaz lijekova, ili obratno, zaštite integriteta barijere u svrhu sprječavanja nekih 
neuroloških bolesti kao što su multipla skleroza, AIDS, Alzheimerova bolest i Parkinsonova 
bolest, za koje se danas zna da su povezane s povećanom propusnošću krvno-moždane ba-
rijere (109, 159). Osim NO, i za mnoge druge kemijske medijatore, npr. glutamat, aspartat, 
taurin, ATP, endotelin-1, makrofagni upalni protein-2 (MIP-2), čimbenik nekroze tumora-α 
(TNF-α), interleukin-β (IL-β) i dr., do sada je u in vitro i in vivo pokusima utvrđeno da sudje-
luju u otvaranju krvno-moždane barijere (160, 161, 162, 163, 164). NO u sisavaca sudjeluje 
u mnogim fiziološkim i patološkim procesima u velikom broju ciljnih tkiva, a poglavito 
25
u živčanom tkivu. Čini se da bazalno stvaranje NO ima važnu biološku ulogu u organizmu, 
dok povećano stvaranje NO može, uz neke druge medijatore, pridonositi ekscitotoksičnosti. 
U posljednjih je 20-ak godina znatno porastao interes za istraživanja uloge i djelovanja NO u 
različitih životinjskih vrsta. Histološka ispitivanja potvrdila su prisutnost NOS u središnjem 
živčanom sustavu svih istraživanih kralježnjaka, od paklare do sisavaca, no uloga i funkci-
ja NO pokazala se različitom u različitih životinjskih vrsta (165). U sisavaca hiperkapnija 
uzrokuje cerebralnu vazodilataciju i povećanje protoka krvi putem mehanizama koji uključuju 
porast stvaranja NO (148). Iznimka od toga pravila pojedine su ektotermne vrste kralježnjaka 
(149, 166, 167). Na temelju danas dostupnih istraživanja može se reći da se uloga i funkcija 
NO u cerebralnoj cirkulaciji razlikuju u pojedinih vrsta riba (165). U riba koje dobro podnose 
hiperkapniju/anoksiju kao što su zlatni karas (C. auratus) i šaran (C. carpio L.), drži se da je 
regulacija cerebralne cirkulacije ograničeno povezana s NO (150). Aktivnost NO sintaze pove-
zana je s pH te u uvjetima produljenog stanja anoksije prestaje biti aktivna (151).
Na temelju navedenoga može se zaključiti da je još uvijek nedovoljno komparativno-fizi-
oloških istraživanja funkcije NO u mozgu nižih kralježnjaka. Stoga je potrebno provoditi 
istraživanja na nižim kralježnjacima sve dok se precizno ne utvrde uloga NO u moždanoj 
cirkulaciji kao i njegova evolucijska uloga i važnost.
Primarni cilj istraživanja:
1. utvrditi djelovanje NO na propusnost krvno-moždane barijere in vivo u šarana (C. 
carpio L.) uporabom gliceriltrinitrata kao donora NO.
Sekundarni ciljevi istraživanja:
1. utvrditi dolazi li u šarana do razvoja moždanog edema nakon primjene gliceriltrini-
trata;
2. prikazati patohistološke promjene karakteristične za moždani edem i vazodilataciju 
nakon primjene gliceriltrinitrata;
3. ustanoviti i vremenski odrediti reverzibilnost procesa povećane propusnosti krvno-
moždane barijere;
4. utvrditi sličnosti mehanizma povećanja propusnosti krvno-moždane barijere, u ko-
jem sudjeluje NO na nižim kralježnjacima u odnosu na dosad istraživane vrste;
5. utvrditi mogućnost uporabe šarana kao modela za istraživanje krvno-moždane bari-
jere u riba.
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2.1. očekivana korist od rezultata istraživanja
Istraživanja kojima je cilj pridonijeti utvrđivanju promjene propusnosti krvno-moždane 
barijere zbog prekomjerne koncentracije NO imaju mnoge praktične i potencijalno važne 
implikacije. Povećana propusnost krvno-moždane barijere, povezana s NO, dokazana je u 
mnogim patološkim stanjima koja zahvaćaju središnji živčani sustav, dok se regulacija pro-
pusnosti krvno-moždane barijere danas intenzivno istražuje također i zbog mogućnosti pri-
mjene dijagnostičkih i terapijskih tvari u središnji živčani sustav.
Molekularni mehanizam kojim NO posreduje u oštećenju tkiva i u povećanju propusnosti 
krvno-moždane barijere kompleksan je i dosad nije u potpunosti razjašnjen.
Istraživanja ove vrste pridonose preciznom utvrđivanju uloge NO u regulaciji propusnosti 
krvno-moždane barijere.
U svih je kralježnjaka opisana krvno-moždana barijera koja je najbolje istražena u sisavaca, 
a slabo je karakterizirana u nižih kralježnjaka. Ovim bismo istraživanjem mogli procijeni-
ti mogućnost uporabe modela šarana za istraživanje krvno-moždane barijere te pridonijeti 
sadašnjim spoznajama o ulozi NO u cerebralnoj cirkulaciji ribljih vrsta koje su otporne na 
oksidacijski stres. Nadalje, poznato je da u sisavaca krvno-moždana barijera postaje relativ-
no nepropusna tijekom razvoja, u postnatalnom razdoblju. Jedna od najvažnijih prednosti 
uporabe šarana kao modela jest mogućnost pružanja modela istraživanja prolaza tvari na 
relativno propusnoj krvno-moždanoj barijeri u usporedbi sa sisavcima. U svjetlu aktualnih 
spoznaja o određenim razlikama anatomskog ustroja krvno-moždane barijere u pojedinih 
vrsta kralježnjaka, čini se važnim utvrđivanje filogenetske konzerviranosti sudjelovanja NO 
u regulaciji njezine propusnosti.
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3.  MAteRiJAli i MetoDe
3.1.  Pokusne životinje
U pokusu se koristila dvogodišnja šaranska mlađ (C. carpio L.) podrijetlom s ribničarstva 
Topličica. Neposredno po izlovu iz ribnjaka obavljen je zdravstveni pregled mlađa, a potom je 
prenešen do laboratorija u plastičnim vrećama. U plastičnu vreću volumena 50 l stavljeno je 
15 l vode s ribom. Prostor iznad vode do 50 l ispunjen je s čistim kisikom pomoću posebnog 
uređaja, tako da je pritisak u vreći bio 1 bar. Pokus na šaranskom mlađu provođen je u mokrom 
laboratoriju Zavoda za biologiju i patologiju riba i pčela Veterinarskog fakulteta Sveučilišta u 
Zagrebu, a mikroskopske pretrage i određivanje koncentracije nitrita i nitrata u drugim labo-
ratorijima, navedenima u odgovarajućim poglavljima. Po dopremi u laboratorij ribe su prije 
izvođenja pokusa bile podvrgnute 4-tjednom privikavanju u bazenima s protočnom deklori-
ranom vodom. Za to vrijeme hranile su se uravnoteženom krmnom smjesom za riblju mlađ. 
Pokusi su provedeni na 148 komada šaranske mlađi, tjelesne mase od 500 do 1000 g.
3.2.  određivanje koncentracije serumskih nitrita, nitrata i ukupnih 
nitrita i nitrata
Šaranima (ukupno 120 komada) intraperitonealno je apliciran gliceriltrinitrat u dozi od 1 
mg/kg tjelesne mase (Trinitrosan amp., Merck Pharma, Njemačka). Po primjeni preparata 
tretiranoj skupini šarana je po primjeni preparata u određenim vremenskim razmacima (15 
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minuta, 1 sat, 3 sata, 6 sati, 8 sati, 12 sati i 24 sata) vađena krv iz kaudalne vene. Paralelno 
je vađena krv i kontrolnoj skupini šarana. Uzorci krvi centrifugirani su 15 minuta na 2500 
okretaja u minuti na temperaturi od 4 ºC, serum profiltriran kroz 10 kDa filtar (Millipore 
Company, SAD). Uzorci su do izvođenja analize bili pohranjeni u zamrzivaču na -20 ºC.
Za određivanje koncentracija nitrita, nitrata te ukupnih nitrita i nitrata korišten je komer-
cijalni test paket (Cayman Chemical Company, SAD). Svako je mjerenje bilo izvedeno u 
triplikatu.
Navedeno istraživanje provedeno je u Zavodu za medicinsku biokemiju i hematologiju Far-
maceutsko-biokemijskog fakulteta Sveučilišta u Zagrebu.
3.3. utvrđivanje propusnosti krvno-moždane barijere na temelju 
istjecanja evan plavila
Ovaj pokus provodio se na 32 komada šaranskog mlađa. Šarani su biti podijeljeni na četiri 
skupine po 8 komada. U tri skupine šaranima je intraperitonealno apliciran 1 mg glice-
riltrinitrata/kg tjelesne mase. Šaranima kontrolne skupine intraperitonealno je primijenjena 
fiziološka otopina za ribe (0,63% otopina NaCl). Šest, dvanaest i dvadeset četiri sata nakon 
tretiranja šarani su anestezirani. Anestezija šarana obavljena je preparatom MS-222 (Sigma 
Aldrich Chemie, Njemačka). Šaranima je po anesteziranju intrakardijalno aplicirana 2% oto-
pina Evans plavila (Sigma Aldrich Chemie, Njemačka) u dozi od 2 mg/kg tjelesne mase. 
Nakon nekoliko minuta cirkuliranja otopine, kirurški je otvorena perikardijalna šupljina i 
preko arterijske lukovice u krvotok aplicirana fiziološka otopina. Poslije primjene fiziološke 
otopine u krvotok je apliciran 4% formaldehid. Potom su šarani anestezirani, žrtvovani, a 
mozak im je izvađen i fiksiran u 4% formaldehidu.
3.3.1.  Utvrđivanje propusnosti krvno-moždane barijere na makroskopskom preparatu 
mozga šarana
Fiksirani uzorci mozga šarana fotografirani su, a obojenje Evans plavilom pojedinih dije-
lova središnjega živčanog sustava šarana [prednji mozak (telencephalon), međumozak (di-
encephalon), srednji mozak (mesencephalon), mali mozak (metencephalon), leđna moždina 
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(medulla spinalis)] stupnjevano je ljestvicom od 0 do 3. Stupanj »0« označava neobojenje, 
»1« lagano obojenje, »2« jače obojenje, a »3« označava jako obojenje.
3.3.2.  Utvrđivanje propusnosti krvno-moždane barijere na mikroskopskom  
preparatu mozga šarana
Fiksirani uzorci mozga šarana uklopljeni su u parafin te rezani mikrotomom na 5 µm debele 
rezove. Od svakog uzorka mozga nasumce je odabrano 8 rezova koji su stavljeni na pred-
metno stakalce i analizirani pod fluorescentnim mikroskopom. Istjecanje Evans plavila kao 
pokazatelja povećanja propusnosti krvno-moždane barijere vidljivo je kao svijetleći prsten u 
neposrednoj okolini kapilare, odnosno intenzivno crveno obojenje perikapilarnog prostora.
Ekscitacijsko područje fluorescencije Evans plavila je od 470 do 540 nm, a emisija na 680 
nm (168).
Ovo istraživanje izvedeno je u Hrvatskom institutu za istraživanje mozga Medicinskog fa-
kulteta Sveučilišta u Zagrebu.
3.4.  utvrđivanje moždanog edema gravimetrijskom metodom
U pokusu smo analizirali 3 skupine riba. Svaka skupina sastojala se od 15 šarana. Šest i 
dvadeset četiri sata po primjeni gliceriltrinitrata šarani iz tretiranih skupina te iz kontrolne 
skupine kojoj je intraperitonealno aplicirana fiziološka otopina za ribe (0,63% otopina NaCl) 
uspavani su povećanom dozom anestetika. Potom je iz šarana izdvojen mozak, odložen od-
vojeno na prethodno izvagane Petrijeve zdjelice i zajedno sa zdjelicom izvagan da se utvrdi 
težina mokre tvari. Potom su uzorci isušeni u suhom sterilizatoru 24 sata na 105 ºC te izva-
gani na Petrijevoj zdjelici da se utvrdi težina suhe tvari. Udjel vode u mozgu izrazili smo na 
sljedeći način:
udjel vode u mozgu (%) = [mokra tvar – suha tvar/mokra tvar] × 100 (169).
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3.5.  utvrđivanje moždanog edema i vazodilatacije na hemalaun-eozin 
obojenim preparatima mozga pod svjetlosnim mikroskopom
U ovom su pokusu korištena 23 komada šarana podijeljena na 3 skupine. Kontrolna skupina 
sadržavala je 13 komada. Svaka skupina (2 ukupno) tretirana s 1 mg GTN/kg tjelesne mase 
sadržavala je po 10 komada. Ribe su žrtvovane 6 sati i 24 sata nakon primjene donora NO. 
Mozgovi šarana tretiranih gliceriltrinitratom i mozgovi kontrolne skupine fiksirani su nakon 
žrtvovanja u 4% puferiranom formalinu. Fiksirani materijal je uklopljen u parafin, izrezan mi-
krotomom na 5 μm debele rezove i obojen standardnim hemalaun-eozin bojenjem (HE). Pod 
svjetlosnim mikroskopom analizirane su promjene karakteristične za vazodilataciju i edem.
Ovo je istraživanje provedeno u Zavodu za patologiju Opće bolnice Zabok.
3.6.  obrada podataka
Dobiveni podatci statistički su obrađeni s pomoću standardnoga statističkog računalnog pro-
grama (SPSS for MS Windows, ver. 11.5) (170).
Rezultati podataka koji su slijedili normalnu distribuciju prikazani su u obliku srednje vri-
jednosti (×) i standardne pogreške artimetičke sredine (engl. standard error of the mean, 
SEM), a rezultati podataka koji nisu slijedili normalnu razdiobu prikazani su u obliku medi-
jana (M) i interkvartilnog raspona (engl. interquartile range, IQR).
Koncentracija nitrita, nitrata i ukupnih nitrita i nitrata statistički je obrađena s pomoću para-
metrijskih testova. Podatci su prezentirani kao × ± SEM. Za ispitivanje normalnosti distribu-
cije podataka primijenjen je Kolmogorov Smirnovljev »Goodness of fit« test. Za ispitivanje 
statističke značajnosti razlika između promatranih skupina primijenjeni su ANOVA i »Tu-
key post« test multiple komparacije na razini značajnosti p < 0,05.
Stupanj obojenja mozga Evans plavilom na pojedinim dijelovima makroskopskog uzorka 
mozga statistički je evaluirans pomoću Mann-Whitneyevog testa. Razina p < 0,05 drži se 
statistički značajnom.
Podatci o udjelu vode u mozgu šarana u kontrolnoj i tretiranoj skupini prikazani su kao M 
sa zadanim kvartilama (engl. quartiles, Q) od 25% do 75%. Za ispitivanje normalnosti dis-
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tribucije podataka primijenjeni su Kolmogorov Smirnovljev »Goodness of fit« test i Shapiro 
Wilks test. Za ispitivanje statističke značajnosti razlika između promatranih skupina primije-
njen je neparametrijski test, Kruskal Wallis neparametrijska ANOVA. Za ispitivanje razlika 
između parova primijenjen je Mann Whitney U neparametrijski test za nezavisne uzorke. 
Razina p < 0,05 drži se statistički značajnom.
Rezultati mikroskopske analize istjecanja Evans plavila (analiza pod fluorescentnim mikro-
skopom) i utvrđivanja moždanog edema i vazodilatacije na HE preparatima (analiza pod 
svjetlosnim mikroskopom) prikazani su opisno.
Za utvrđivanje značajnosti međusobne povezanosti ispitivanih varijabli (ukupnih nitrata i 
nitrita, nitrata i nitrita, stupnja obojenosti Evans plavilom, udjela mokre tvari u mozgu) ko-
rištena je Spearmanova korelacijska analiza za neparametrijske uzorke. Razine p < 0,01 i p 
< 0,05 drže se statistički značajnima. Spearmanov koeficijent korelacije (r): r = 0 do ± 0,25: 
nema povezanosti, r = ± 0,26 do ± 0,50: slaba povezanost, r = ± 0,51 do ± 0,75: umjerena do 
dobra povezanost, r = ± 0,76 do ± 1: vrlo dobra do izvrsna povezanost.
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4.  RezultAti
Mortalitet šarana nije zabilježen ni u jednoj eksperimentalnoj skupini. Četiri šarana (dva iz 
kontrolne skupine, jedan iz skupine koja je analizirana 6 sati nakon primjene GTN, jedan iz 
skupine koja je analizirana 12 sati nakon primjene GTN) iz pokusa utvrđivanja propusnosti 
krvno-moždane barijere na temelju istjecanja Evans plavila isključena su iz istraživanja. 
Kod tih životinja nije bila vidljiva plava obojenost u škrgama neposredno nakon injiciranja 
boje punkcijom srca, te je stoga postupak provedbe tog pokusa smatran neuspješnim.
4.1.  Rezultati određivanja koncentracije serumskih nitrita, nitrata i 
ukupnih nitrita i nitrata
4.1.1.  Ukupna koncentracija serumskih nitrita i nitrata
Ukupna koncentracija nitrita i nitrata u kontrolnoj skupini je 109,0 ± 2,67 μmol/l (srednja 
vrijednost ± standardna pogreška aritmetičke sredine, standard error of the mean; x ± SEM) 
(n = 13). Skupine analizirane 15 minuta (188,1 ± 10,65 μmol/l, n = 15), 1 sat (173,7 ± 7,27 
μmol/l, n= 16), 6 sati (236,4 ± 28,92 μmol/l, n = 18), 8 sati (255,2 ± 11,54 μmol/l, n = 15), 
12 sati (178,2 ± 7,45 μmol/l, n = 12) i 24 sata (148,6 ± 3,41 μmol/l, n = 17) nakon primjene 
GTN statistički su značajno većih koncentracija nitrita i nitrata u odnosu na kontrolnu sku-
pinu. Skupina kojoj je koncentracija određena 3 sata (127,5 ± 8,43 μmol/l, n = 15) nakon 
primjene aktivne tvari nije statistički značajno različita u odnosu na kontrolnu skupinu.
Ubrzo nakon primjene GTN (15 minuta) koncentracija nitrita i nitrata statistički je značajno 
viša nego u skupini analiziranoj nakon 3 sata te značajno niža nego u skupini analiziranoj 
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nakon 8 sati. Nema statistički značajne razlike između skupine analizirane nakon 15 minuta 
i skupine analizirane 1 sat, 6 sati, 12 sati i 24 sata nakon primjene GTN. Odnos prema kon-
trolnoj skupini analiziran je ranije.
U skupini koja je analizirana 1 sat nakon primjene aktivne tvari koncentracija nitrita i ni-
trata značajno je viša nego u skupini analiziranoj nakon 3 sata, a značajno je niža nego u 
skupinama analiziranima nakon 6 i 8 sati. Nema statistički značajne razlike između skupine 
analizirane nakon 12 sati i 24 sata nakon primjene GTN. Odnos prema kontrolnoj skupini i 
skupini koja je analizirana nakon 15 minuta analiziran je ranije.
Skupina koja je analizirana 3 sata nakon primjene GTN pokazala je najnižu koncentraciju 
nitrita i nitrata, statistički neznačajnu u odnosu na skupinu analiziranu nakon 24 sata te 
značajno nižu u odnosu na skupine analizirane nakon 6 sati, 8 sati i 12 sati. Odnos prema 
kontrolnoj skupini i skupini koja je analizirana nakon 15 minuta i 1 sat analiziran je ranije.
U skupini analiziranoj 6 sati nakon primjene GTN nalazimo statistički značajno višu kon-
centraciju nitrita i nitrata u odnosu na 12 sati i 24 sata. Nema statistički značajne razlike 
između te skupine i skupine koja je analizirana 8 sati nakon primjene aktivne tvari. Odnos 
prema kontrolnoj skupini i skupini koja je analizirana nakon 15 minuta, 1 sat i 3 sata anali-
ziran je ranije.
Skupina analizirana 8 sati nakon primjene GTN pokazuje statistički značajno više koncen-
tracije nitrita i nitrata u odnosu na skupine analizirane nakon 12 sati i 24 sata. Odnos prema 
kontrolnoj skupini i skupini koja je analizirana nakon 15 minuta, 1 sat, 3 sata i 6 sati anali-
ziran je ranije.
Skupina koja je analizirana 12 sati nakon primjene GTN ne pokazuje statistički značajnu ra-
zliku koncentracija u odnosu na skupinu analiziranu nakon 24 sata. Odnos prema kontrolnoj 
skupini i skupini koja je analizirana nakon 15 minuta, 1 sat, 3 sata, 6 sati i 8 sati analiziran 
je ranije.
Odnos skupine koja je analizirana 24 sata nakon primjene aktivne tvari prema ostalim sku-
pinama analiziran je ranije (slika 3).
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Slika 3. Koncentracija (μmol/l) ukupnih nitrata i nitrita u serumu šarana u kontrolnoj skupini  
i nakon intraperitonealne primjene 1 mg/kg gliceriltrinitrata (15 minuta, 1 sat, 3 sata, 6 sati, 8 sati,  
12 sati i 24 sata).
Okomite linije predstavljaju standardnu pogrešku aritmetičke sredine.
(*) u odnosu na kontrolu (K) (p < 0,05); (a) u odnosu na 0,25 h (p < 0,05); (b) u odnosu na 1 h (p < 0,05); (c) u 
odnosu na 3 h (p < 0,05); (d) u odnosu na 6 h (p < 0,05); (e) u odnosu na 8 h (p < 0,05);  
(f ) u odnosu na 12 h (p < 0,05); (g) u odnosu na 24 h (p < 0,05).
Petnaest minuta nakon primjene GTN dolazi do blagog povišenja koncentracije nitrita i ni-
trata koje nastaje zbog metaboličke razgradnje donora NO. Skupine analizirane nakon 1 
sat, 3 sata, 12 sati i 24 sata pokazuju tendenciju povratka na bazalne vrijednosti. Povišenje 
koncentracije nitrita i nitrata zamijećeno u skupinama analiziranima nakon 6 i 8 sati upućuje 
na mogućnost endogene sinteze NO, inducirane primjenom donora NO.
4.1.2.  Koncentracija serumskih nitrata
Dinamika koncentracije serumskih nitrata odgovara onoj ukupnih nitrita i nitrata.
Koncentracija nitrata u kontrolnoj skupini iznosi 99,2 ± 3,02 μmol/l. Skupine analizirane 
15 minuta (180,2 ± 11,52 μmol/l), 1 sat (168,2 ± 7,34 μmol/l), 6 sati (232,4 ± 28,55 μmol/l), 
8 sati (236,9 ± 39,86 μmol/l), 12 sati (166,8 ± 6,71 μmol/l) i 24 sata (139,7 ± 4,87 μmol/l) 
nakon primjene GTN statistički su značajno većih koncentracija nitrata u odnosu na kon-
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trolnu skupinu. Skupina kojoj je koncentracija određena 3 sata (113,2 ± 7,41, n = 15) nakon 
primjene aktivne tvari nije statistički značajno različita u odnosu na kontrolnu skupinu.
Petnaest minuta nakon primjene GTN koncentracija nitrata statistički je značajno viša nego 
u skupini koja je analizirana 3 sata nakon primjene aktivne tvari, a niža od skupine analizi-
rane nakon 8 sati. Ne postoji statistički značajna razlika između ove skupine i skupine ana-
lizirane 1 sat, 6 sati, 12 sati i 24 sata nakon primjene GTN. Odnos prema kontrolnoj skupini 
analiziran je ranije.
Koncentracija nitrata u skupini 1 sat nakon primjene GTN je značajno viša nego u skupini 
analiziranoj 3 sata nakon primjene aktivne tvari, a značajno je niža nego u skupinama anali-
ziranima nakon 6 i 8 sati. Ne postoji statistički značajna razlika između te skupine i skupine 
analizirane nakon 12 sati i 24 sata. Odnos prema kontrolnoj skupini i skupini koja je analizi-
rana nakon 15 minuta analiziran je ranije.
Skupina kojoj je serum analiziran 3 sata nakon primjene GTN pokazala je koncentraciju ni-
trata koja je statistički značajno niža od skupine analizirane nakon 6 sati, 8 sati i 12 sati. Nije 
statistički značajno različita od skupine analizirane nakon 24 sata. Odnos prema kontrolnoj 
skupini i skupini koja je analizirana nakon 15 minuta i 1 sat analiziran je ranije.
U skupini analiziranoj 6 sati nakon primjene GTN nalazimo statistički značajno višu kon-
centraciju nitrita i nitrata u odnosu na skupine koje su analizirane 12 sati i 24 sata dok je 
statistički neznačajna u odnosu na skupinu analiziranu nakon 8 sati. Odnos prema kontrolnoj 
skupini i skupini koja je analizirana nakon 15 minuta, 1 sat i 3 sata analiziran je ranije.
Skupina analizirana 8 sati nakon primjene GTN pokazuje statistički značajno više koncen-
tracije nitrita i nitrata u odnosu na skupine analizirane nakon 12 sati i 24 sata. Odnos prema 
kontrolnoj skupini i skupini koja je analizirana nakon 15 minuta, 1 sat, 3 sata i 6 sati anali-
ziran je ranije.
Skupina koja je analizirana 12 sati nakon primjene GTN statistički nije značajno različita od 
skupine analizirane nakon 24 sata. Odnos prema kontrolnoj skupini i skupini koja je analizi-
rana nakon 15 minuta, 1 sat, 3 sata, 6 sati i 8 sati analiziran je ranije.
Odnos skupine koja je analizirana 24 sata nakon primjene aktivne tvari prema ostalim skupi-
nama analiziran je ranije (slika 4).
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Slika 4. Koncentracija (μmol/l) nitrata u serumu šarana u kontrolnoj skupini i nakon intraperitonealne 
primjene 1 mg/kg gliceriltrinitrata (15 minuta, 1 sat, 3 sata, 6 sati, 8 sati, 12 sati i 24 sata).
Okomite linije predstavljaju standardnu pogrešku aritmetičke sredine.
(*) u odnosu na kontrolu (K) (p < 0,05); (a) u odnosu na 0,25 h (p < 0,05); (b) u odnosu na 1 h (p < 0,05);  
(c) u odnosu na 3 h (p < 0,05); (d) u odnosu na 6 h (p < 0,05); (e) u odnosu na 8 h (p < 0,05);  
(f ) u odnosu na 12 h (p < 0,05); (g) u odnosu na 24 h (p < 0,05).
4.1.3.  Koncentracija serumskih nitrita
Koncentracija nitrita značajno je niža u odnosu na koncentraciju nitrata, a dinamika promje-
ne koncentracije tijekom vremena donekle je različita od one za ukupne nitrite i nitrate te 
same nitrate.
Kontrolna skupina (9,82 ± 3,02 μmol/l) nije statistički značajno različita u odnosu na ispiti-
vane skupine: skupinu analiziranu 15 minuta (7,95 ± 2,92 μmol/l), 1sat (5,52 ± 0,78 μmol/l), 
3sata (14,28 ± 2,49 μmmol/l), 6 sati (4,01 ± 1,01 μmol/l), 8 sati (16,17 ± 2,97 μmmol/l), 12 
sati (3,61 ± 0,77 μmol/l) i 24 sata (5,55 ± 0,85 μmol/l) nakon primjene GTN.
Ubrzo nakon primjene GTN (15 minuta) koncentracija nitrita također nije značajno različita 
od skupina analiziranih 1 sat, 3 sata, 6 sati, 8 sati, 12 sati i 24 sata nakon primjene te tvari. 
Odnos prema kontrolnoj skupini analiziran je ranije.
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Skupina kojoj je koncentracija nitrita određena 1 sat nakon primjene GTN statistički je zna-
čajno niža od skupina koje su analizirane nakon 3 sata i 8 sati. Prema skupinama analiziranim 
nakon 6 sati, 8 sati 12 sati i 24 sata ova skupina ne pokazuje statističku značajnost. Odnos 
prema kontrolnoj skupini i skupini koja je analizirana nakon 15 minuta analiziran je ranije.
Skupina koja je analizirana 3 sata nakon primjene GTN pokazala je statistički značajno veću 
koncentraciju nitrita u odnosu na skupine koje su analizirane nakon 6 sati, 12 sati i 24 sata. 
Ista skupina nije pokazala značajno različite koncentracije nitrita od tretirane skupine koja je 
analizirana nakon nakon 8 sati. Odnos prema kontrolnoj skupini i skupini koja je analizirana 
nakon 15 minuta i 1 sat analiziran je ranije.
Skupina koja je određena 6 sati nakon primjene GTN statistički je značajno niže koncentra-
cije nitrita u odnosu na skupinu koja je analizirana nakon 8 sati. Prema tretiranim skupinama 
koje su analizirane nakon 12 sati i 24 sata, ova skupina nije pokazala statistički značajnu 
razliku. Odnos prema kontrolnoj skupini i skupini koja je analizirana nakon 15 minuta, 1 sat 
i 3 sata analiziran je ranije.
Maksimalne vrijednosti koncentracije nitrita zamijetili smo u skupini koja je analizirana 8 
sati nakon tretiranja, a vrijednosti su statistički značajno veće u odnosu na skupine koje su 
analizirane 12 sati i 24 sata nakon primjene GTN. Odnos prema kontrolnoj skupini i skupini 
koja je analizirana nakon 15 minuta, 1 sat, 3 sata i 6 sati analiziran je ranije.
Skupina analizirana 12 sati nakon primjene GTN statistički je neznačajna u odnosu na tre-
tiranu skupinu koja je analizirana nakon 24 sata. Odnos prema kontrolnoj skupini i skupini 
koja je analizirana nakon 15 minuta, 1 sat, 3 sata, 6 sati i 8 sati analiziran je ranije.
Odnos skupine koja je analizirana 24 sata nakon primjene aktivne tvari prema ostalim sku-
pinama analiziran je ranije (slika 5).
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Slika 5. Koncentracija (μmol/l) nitrita u serumu šarana u kontrolnoj skupini i nakon intraperitonealne 
primjene 1 mg/kg gliceriltrinitrata (15 minuta, 1 sat, 3 sata, 6 sati, 8 sati, 12 sati i 24 sata).
Okomite linije predstavljaju standardnu pogrešku aritmetičke sredine.
(a) u odnosu na 0,25 h (p < 0,05); (b) u odnosu na 1 h (p < 0,05); (c) u odnosu na 3 h (p < 0,05); (d) u odnosu na 
6 h (p < 0,05); (e) u odnosu na 8 h (p < 0,05); (f ) u odnosu na 12 h (p < 0,05); (g) u odnosu na 24 h (p < 0,05).
4.1.4.  Udjel nitrata i nitrita u ukupnim nitratima i nitritima
Udjel nitrata u ukupnoj koncentraciji nitrita i nitrata u kontroli i svim ispitivanim vremenima 
nakon primjene GTN mnogo je veći od udjela nitrita i iznosi od 89,1% 3 sata nakon primjene 
GTN do 96,8% u skupini koja je analizirana 1 sat nakon primjene aktivne tvari. Udjel nitrita 
iznosi 6,0% u skupini koja je analizirana 24 sata nakon primjene GTN do najviše 10,9% u 
skupini analiziranoj 3 sata nakon primjene GTN (tablica 1, slika 6).
Tablica 1. Udjel nitrata i nitrita u ukupnoj koncentraciji nitrata i nitrita u kontrolnoj skupini i u 
skupinama tretiranima s 1 mg/kg GTN. Navedena vremena u minutama i satima označavaju vrijeme 
uzimanja uzorka seruma šarana nakon primjene aktivne tvari.
Skupine % nitrati % nitriti
kontrola  91,0  9,0
15 minuta  95,8  4,2
1 sat  96,8  3,2
3 sata  89,1 10,9
6 sati  91,0  9,0
8 sati  92,8  7,2
12 sati  93,6  6,4
24 sata  94,0  6,0
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Slika 6. Udjel nitrata (plavo) i nitrita (ljubičasto) u ukupnim nitratima i nitritima u kontrolnoj skupini i 
u skupinama tretiranima nakon 15 min, 1 sat, 3 sata, 6 sati, 8 sati, 12 sati i 24 sata. 
15 minuta nakon primjene gtn
Nitrati Nitriti
kontrolna skupina
Nitrati Nitriti
1 sat nakon primjene gtn
Nitrati Nitriti
3 sata nakon primjene gtn
Nitrati Nitriti
8 sati nakon primjene gtn
Nitrati Nitriti
6 sati nakon primjene gtn
Nitrati Nitriti
12 sati nakon primjene gtn
Nitrati Nitriti
24 sata nakon primjene gtn
Nitrati Nitriti
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4.2.  Rezultati utvrđivanja propusnosti krvno-moždane barijere na 
temelju istjecanja evans plavila
4.2.1.  Rezultati utvrđivanja propusnosti krvno-moždane barijere na makroskopskom 
preparatu mozga šarana
U tablicama (2a-d) prikazan je stupanj intenziteta obojenja Evans plavilom po pojedinim 
skupinama (kontrolna skupina i skupine 6 sati, 12 sati i 24 sata nakon djelovanja 1 mg/
kg GTN) i po pojedinim dijelovima mozga. Svi dijelovi mozga šarana (telencephalon, di-
encephalon, mesencephalon, metencephalon i columna vertebralis) pokazali su statistički 
značajan stupanj intenziteta obojenja (p < 0,05) skupine koja je analizirana 6 sati nakon pri-
mjene aktivne tvari (slika 7) u odnosu na kontrolnu skupinu te u odnosu na skupine koje su 
analizirane 12 sati (slika 8a i b) i 24 sata nakon primjene GTN. Navedeni rezultati upućuju 
na to da je 6 sati nakon primjene GTN krvno-moždana barijera propusna za Evans plavilo, 
odnosno albumin, dok je 12 sati i 24 sata nakon primjene GTN krvno-moždana barijera 
ponovno nepropusna. Blago statistički neznačajno obojenje pojedinih dijelova mozga (te-
lencephalon, diencephalon, columna vertebralis) u skupinama životinja koje su pokazale 
nepropusnu krvno-moždanu barijeru (kontrolna skupina, tretirane skupine analizirane nakon 
12 sati i 24 sata) upućuje na istjecanje boje kroz područje cirkumventrikularnih organa, a to 
su područja mozga kojima nedostaje krvno-moždana barijera.
Slika 7. Mozak šarana obojen in vivo Evansovim plavilom 6 sati nakon tretmana 1 mg  
gliceriltrinitrata/kg tjelesne mase.
Svi dijelovi mozga šarana pokazuju stupanj obojenja »3«.
41
    
Slika 8. a.  Mozak šarana obojen in vivo Evansovim plavilom 12 sati nakon tretmana 1 mg 
gliceriltrinitrata/kg tjelesne mase (dorzalno). Strelica lijevo označava leđnu moždinu koja je pokazala 
stupanj obojenja »2«, strelica desno označava prednji mozak koji je pokazao stupanj obojenja »1«. Ostali 
dijelovi mozga vidljivi na ovoj slici  pokazali su stupanj obojenja »0«. b. Isti uzorak mozga postavljen 
ventralno.
Tablice 2a, b, c, d. Stupanj intenziteta obojenja od »0« (neobojenje) do »3« (maksimalno obojenje) 
pojedinih dijelova mozga šarana (telencephalon, diencephalon, mesencephalon, metencephalon i 
columna vertebralis) u kontrolnoj skupini i u skupinama koje su primile GTN.
n = broj ispitanih životinja u skupini.
Područje mozga
n = 6 
Stupanj obojenja
0 1 2 3
Telencephalon 5 1 0 0
Diencephalon 3 3 0 0
Mesencephalon 6 0 0 0
Metencephalon 6 0 0 0
Columna vertebralis 4 2 0 0
Tablica 2a. Intenzitet obojenja Evansovim plavilom pojedinih  
dijelova mozga u kontrolnoj skupini životinja.
a b


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Područje mozga
n = 7
Stupanj obojenja
0 1 2 3
Telencephalon 0 2 1 4
Diencephalon 0 0 0 7
Mesencephalon 0 3 4 0
Metencephalon 0 1 4 2
Columna vertebralis 0 0 0 7
Tablica 2b. Intenzitet obojenja Evansovim plavilom pojedinih  
dijelova mozga u skupini životinja žrtvovanoj 6 sati nakon  
tretmana s 1 mg GTN/kg tjelesne mase.
Područje mozga
n = 7
Stupanj obojenja
0 1 2 3
Telencephalon 5 2 0 0
Diencephalon 2 4 1 0
Mesencephalon 7 0 0 0
Metencephalon 6 1 0 0
Columna vertebralis 2 5 0 0
Tablica 2c. Intenzitet obojenja Evansovim plavilom pojedinih dijelova  
mozga u skupini životinja žrtvovanoj 12 sati nakon tretmana  
s 1 mg GTN/kg tjelesne mase.
Područje mozga
n = 8
Stupanj obojenja
0 1 2 3
Telencephalon 7 1 0 0
Diencephalon 1 7 0 0
Mesencephalon 7 1 0 0
Metencephalon 8 0 0 0
Columna vertebralis 5 3 0 0
Tablica 2d. Intenzitet obojenja Evansovim plavilom pojedinih dijelova  
mozga u skupini životinja žrtvovanoj 24 sata nakon tretmana  
s 1 mg GTN/kg tjelesne mase.
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4.2.2.  Rezultati utvrđivanja propusnosti krvno-moždane barijere na mikroskopskom 
preparatu mozga šarana
U svim preparatima mozga šarana (7 životinja, po 3 preparata od svakog uzorka mozga) koji 
su obojeni Evans plavilom in vivo 6 sati nakon primjene GTN u dozi od 1 mg/kg tjelesne 
težine došlo je do znakova istjecanja boje u perikapilarni prostor, što upućuje na povećano 
propusnu krvno-moždanu barijeru (slika 9a, 10a i 10b). U preparatima ostale 3 skupine 
životinja (životinje kojima je in vivo aplicirano Evans plavilo 12 i 24 sata nakon primjene 
GTN – po 8 životinja i kontrolna skupina – 6 životinja) nije došlo do značajnog istjecanja 
boje vidljive pod fluorescentnim mikroskopom kao crveno obojenje (slika 9b).
a  
b  
Slika 9. Utvrđivanje propusnosti krvno-moždane barijere na temelju istjecanja Evans plavila na 
mikroskopskom preparatu mozga gledanom pod fluorescentnim mikroskopom. a. Preparat malog 
mozga obojen Evansovim plavilom 6 sati nakon primjene 1 mg/kg tjelesne težine GTN. Crveno 
obojenje upućuje na istjecanje albumina/Evansovog plavila iz kapilara, odnosno povećanje propusnosti krvno-
moždane barijere. Povećanje 100 x. b. Preparat olfaktornog bulbusa obojen Evansovim plavilom 12 sati 
nakon primjene 1 mg/kg tjelesne težine GTN. Vidi se obojenje kapilara bez značajnog istjecanja boje u 
perikapilarni prostor. Povećanje 400 x.
44
a  
b  
Slika 10. a. Kapilara propusna za Evans plavilo. Oko kapilare vidljivo je svijetlo crveno obojenje koje 
upućuje na to da je došlo do istjecanja boje u perikapilarni prostor. Povećanje 800 x. b. Eritrociti u 
kapilarama. U kapilarama se vide eritrociti jarko crvenog obojenja. Povećanje 800 x.
4.3. Rezultati utvrđivanja moždanog edema gravimetrijskom  
metodom
U kontrolnoj skupini šarana udjel mokre tvari mozga iznosi M = 74.2% (IQR = 72.2% – 
76.1%). U skupini tretiranoj s 1 mg GTN/kg tjelesne mase šarana koja je žrtvovana nakon 
6 sati, udjel mokre tvari mozga iznosi 78.1% (77.0% – 80.2%). U skupini tretiranoj s 1 mg 
GTN/kg tjelesne mase šarana, koja je žrtvovana nakon 24 sata, udjel mokre tvari mozga 
iznosi 78.5% (77.5% – 80.4%) (slika 11). Između kontrolne skupine i skupine analizirane 6 
sati nakon primjene GTN postoji statistički značajna razlika, kao i između kontrolne skupine 
i skupine analizirane 24 sata nakon primjene GTN (p < 0,05), dok nema značajne razlike iz-
među dvije skupine tretirane s GTN. Rezultati potvrđuju postojanje moždanog edema nakon 
6 sati i nakon 24 sata od primjene GTN.
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Slika 11. Utvrđivanje moždanog edema gravimetrijskom metodom.  
Slika pokazuje statistički značajno povećanje udjela vode u mozgovima šarana 6 sati i 24 sata nakon primjene 
1 mg GTN/kg tjelesne mase (n = 15 u svim skupinama). Vrijednosti su izražene kao median i interkvartilni 
raspo. p < 0,05 u odnosu na kontrolnu skupinu.
4.4.  Rezultati utvrđivanja moždanog edema i vazodilatacije na 
hemalaun-eozin obojenim preparatima mozga pod svjetlosnim 
mikroskopom
Nalazi histološkog pregleda preparata mozga šarana 6 sati i 24 sata poslije tretmana s 1 mg/
kg GTN, nakon bojenja prema standardnom HE protokolu, u svih životinja pokazuju znako-
ve vazodilatacije i edema. U svih tretiranih životinja u oba vremena nakon tretmana ovom 
tvari vidi se vakuolizacija ili »promjene poput spužve«, perivaskularna i pericelularna va-
kuolizacija kao i svijetli izgled tkiva (slika 12). Također su difuzno vidljivi znaci kongestije i 
dilatacije krvnih žila (slika 13), kao i razasuti diskretni areali perivaskularne mononuklearne 
infiltracije (slika 14). Patohistološki nalaz kontrolne skupine životinja je uredan.
*
*
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Slika 12. Vazogeni moždani edem u mozgu šarana 6 sati nakon primjene GTN.
U pericelularnom i perivaskularnom tkivu vide se prazni prostori, »izgled poput spužve«. Povećanje 400 x.
Slika 13. Vazodilatacija i edem u mozgu životinja 6 sati nakon primjene GTN.
Detalj krvnih žila mozga na većem povećanju. Vide se dilatirane krvne žile koje su pune krvi sa stanjenim, 
elongiranim, ali regularnim endotelnim stanicama. U perivaskularnom tkivu vide se znaci edema, pericelularni i 
perivaskularni prazni prostori. Povećanje 800 x.
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Slika 14. Infiltracija mononuklearnim stanicama u mozgu šarana 24 sata nakon primjene GTN.
Neposredno uz moždane kapilare vidljiva je infiltracija mononuklearnim stanicama. Povećanje 1000 x.
4.5.  utvrđivanje povezanosti ispitivanih varijabli
4.5.1.  Povezanost koncentracije nitrata i nitrita sa stupnjem obojenosti Evansovim 
plavilom
Koncentracija ukupnih nitrata i nitrita u pozitivnoj je statističkoj korelaciji s najintenzivni-
jim stupnjem obojenja Evansovim plavilom, r = 0,629 (dobra povezanost), p < 0,01.
Koncentracija ukupnih nitrata i nitrita u negativnoj je statističkoj korelaciji s najmanjim 
stupnjem obojenja Evansovim plavilom, r = -0,540 (dobra povezanost), p < 0,01.
Koncentracija nitrata u pozitivnoj je statističkoj korelaciji s najintenzivnijim stupnjem obo-
jenja Evansovim plavilom, r = 0,629 (dobra povezanost), p < 0,01.
Koncentracija nitrata u negativnoj je statističkoj korelaciji s najmanjim stupnjem obojenja 
Evansovim plavilom, r = -0,501 (dobra povezanost), p < 0,01.
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Koncentracija nitrita nije u statistički značajnoj korelaciji sa stupnjem obojenja Evansovim 
plavilom (tablica 3).
Koncentracija ukupnih nitrata i nitrita i samih nitrata pokazuje dobru korelaciju s najvećim 
(pozitivnu) i najmanjim (negativnu) stupnjem obojenja Evansovim plavilom, što znači da 
je koncentracija metabolita NO značajno povezana s propusnošću krvno-moždane barijere. 
Povećanjem koncentracije nitrita i nitrata povećava se otvorenost krvno-moždane barijere.
4.5.2.  Povezanost koncentracije nitrata i nitrita s udjelom mokre tvari u mozgu
Koncentracija ukupnih nitrata i nitrita u pozitivnoj je statističkoj korelaciji s udjelom mokre 
tvari u mozgu, r = 0,497 (slaba povezanost), p < 0,01.
Koncentracija nitrata u pozitivnoj je statističkoj korelaciji s udjelom mokre tvari u mozgu, r 
= 0,493 (slaba povezanost), p < 0,01.
Koncentracija nitrita u statističkoj je negativnoj korelaciji s udjelom mokre tvari u mozgu, r 
= - 0,392 (slaba povezanost), p < 0,05 (tablica 3).
Koncentracija ukupnih nitrata i nitrita i koncentracija nitrata pokazuje statistički značajnu, 
ali slabu korelaciju s udjelom mokre tvari, tj. s postojanjem moždanog edema. Statistički 
značajna, no slaba povezanost tih varijabli u usporedbi s također statistički značajnom, no 
dobrom povezanosti koncentracije nitrita i nitrata i stupnjem obojenja Evansovim plavilom 
može se objasniti razlikama u obrascu ponašanja ispitivanih varijabli 24 sata nakon primjene 
GTN. Naime, u kontrolnoj skupini najmanja je koncentracija nitrita i nitrata i najmanji je 
udjel mokre tvari, u 6. satu nakon tretmana GTN povećava se koncentracija nitrita i nitrata 
i udjel mokre tvari, u 24. satu smanjuje se koncentracija nitrita i nitrata, a udjel mokre tvari 
ostaje povećan.
Koncentracija nitrita značajno je niža od koncentracije ukupnih nitrata i nitrita te koncentra-
cije nitrata, i ne slijedi iste pravilnosti.
4.5.3.  Povezanost stupnja obojenosti Evansovim plavilom s udjelom mokre tvari
Stupanj obojenja Evansovim plavilom nije u statistički značajnoj korelaciji s udjelom mokre 
tvari (tablica 3).
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Statistički neznačajna povezanost ovih varijabli u usporedbi sa statistički značajnom pove-
zanosti koncentracije nitrita i nitrata i stupnja obojenja Evansovim plavilom se može obja-
sniti slabijom povezanošću stupnja obojenosti Evans plavilom s udjelom mokre tvari u 24. 
satu nakon tretmana GTN. Naime, u kontrolnoj skupini najmanji je intenzitet obojenosti 
Evans plavilom i najmanji udio mokre tvari, u 6. satu nakon tretmana GTN povećava se in-
tenzitet obojenosti Evansovim plavilom i udio mokre tvari, u 24. Satu smanjuje se intenzitet 
obojenja Evansovim plavilom, dok udio mokre tvari ostaje povećan.
Tablica 3. Povezanost koncentracije ukupnih nitrata i nitrita, nitrata i nitrita, stupnja obojenosti 
Evansovim plavilom i udjela mokre tvari u mozgu. U tablici je naveden Spearmanov koeficijent korelacije r.
Stupanj obojenosti
udio mokre 
tvari»0« »1« »2« »3«
koncentracija ukupnih  
nitrata i nitrita
-0,540** -0,032 0,248 0,629** 0,497**
koncentracija nitrata -0,501** -0,073 0,241 0,629** 0,493**
koncentracija nitrita -0,066 0,000 0,038 0,069 -0,392*
Stupanj obojenosti
»0« -0,262
»1« 0,072
»2« 0,205
»3« 0,156
** razina značajnosti p < 0,01
* razina značajnosti p < 0,05
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5.  rasPraVa
U ovom smo istraživanju ispitivali utjecaj gliceriltrinitrata na promjenu propusnosti krvno-
moždane barijere u šarana. U svih ispitivanih vrsta sisavaca donori dušikovog (II) oksida 
izazvali su povećanje propusnosti krvno-moždane barijere (107, 171, 172). Histološka ispi-
tivanja uputila su na prisutnost NOS u središnjem živčanom sustavu svih kralježnjaka, no 
uloga i funkcija NO nije precizno utvrđena, poglavito u ektodermnih vrsta (164). Ne zna se 
kako NO djeluje na propusnost krvno-moždane barijere u nižih kralježnjaka. Budući da je 
zbog njegova vrlo kratkog poluživota teško izravno odrediti koncentraciju NO, uobičajeno 
se mjere koncentracije njegovih stabilnih metabolita, nitrita i nitrata. Naše istraživanje, u 
kojem smo određivali koncentraciju ukupnih nitrata i nitrita te samih nitrata u serumu ša-
rana, pokazalo je bifazični obrazac promjene sa statistički značajnim povećanjem koncen-
tracija 15 minuta i 1 sat nakon primjene GTN, a zatim su se koncentracije snizile na razine 
kao u kontrolnih životinja (slika 3 i 4). Najviše koncentracije izmjerene su 6 i 8 sati nakon 
primjene GTN, dok se nakon 12 sati i 24 sata koncentracije vraćaju na bazalne vrijednosti. 
Koncentracija nitrita u serumu šarana značajno je niža od koncentracije nitrata, a tretirane 
skupine (1 mg GTN/kg tijekom 15 minuta, 1 sat, 3 sata, 6 sati, 8 sati, 12 sati i 24 sata) ne 
pokazuju statistički značajno različite koncentracije u odnosu na kontrolnu skupinu (slika 
5). Iako bi koncentracije nitrita i nitrata trebale biti identične, s obzirom na to da se nitrati 
pretvaraju u nitrite, dokazano je da je in vivo gotovo uvijek prisutna manja ili veća razlika u 
koncentracijama zbog nepotpune redukcije u nitrite (173). Budući da je, prema našim rezul-
tatima kao i prema do sada objavljenim drugim istraživanjima, omjer nitrita naspram nitrata 
varijabilan i nepredvidljiv u biološkim tekućinama, kao najbolji pokazatelj nastajanja NO 
pokazala se ukupna koncentracija nitrata i nitrita (tablica 1, slika 6) (174). GTN je organski 
nitrat s kratkim poluživotom u plazmi (1 - 4 min), no prema nalazima analiziranih uzoraka 
mozga štakora u usporedbi s plazmom dokazano je da mu poluživot može doseći i do 2 sata 
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(175, 176). Metabolizira se u NO unutar stanice pomoću glutation S-transferaze, citokroma 
P-450 i tiolne reakcije (137). Na temelju nalaza povećanja koncentracije ukupnih nitrata i 
nitrita nakon 6 sati i 8 sati od primjene donora NO, mislimo da je došlo do endogene sinteze 
NO koju potiče GTN, a ona je potisnuta 12 sati i 24 sata nakon primjene GTN. Rezultati 
naših istraživanja i istraživanja provedenih do sada upućuju na to da primjena donora NO 
može dovesti do indukcije sinteze endogenog NO (177, 178). NO se endogeno sintetizira s 
pomoću NO sintaze koristeći L-arginin kao supstrat (179). Opaženi bifazični obrazac pro-
mjene izmjerene koncentracije NO nakon primjene GTN u skladu je s ranije objavljenim 
istraživanjima (180, 181). Istraživanje slično našem u kronološkom smislu, no izvedeno na 
višim kralježnjacima, pokazalo je povećanu ekspresiju iNOS mRNA 2 sata nakon infuzije 
GTN, a koja je još snažnija 4 sata, 6 sati i 10 sati nakon primjene GTN (140).
Rezultati našeg pokusa u skupini životinja koje su žrtvovane 6 sati nakon primjene GTN po-
kazali su istjecanje Evansovog plavila, što upućuje na povećanu propusnost krvno-moždane 
barijere. S pomoću Evans plavila, azo boje koja ima veliki afinitet za serumski albumin i 
uobičajeno se koristi za intravitalnu procjenu propusnosti krvno-moždane barijere na ma-
kromolekule, pokazali smo na makroskopskim preparatima mozga intenzivnu plavu obo-
jenost (slika 7, 8a i b), odnosno crveno obojenje vidljivo fluorescentnim mikroskopom na 
mikroskopskim preparatima (9a i b, 10a i b), što je statistički značajno različito u odnosu na 
kontrolnu skupinu (tablica 2a, b, c i d). S druge strane, statistički nije bilo značajne razlike 
između intenziteta obojenosti pojedinih dijelova mozga u ovoj skupini životinja (tablica 2a, 
b, c i d). U skupini životinja koje su analizirane 12 sati i 24 sata nakon primjene Evansovog 
plavila nije došlo do statistički značajne razlike u odnosu na kontrolnu skupinu životinja, što 
upućuje na ponovno nepropusnu krvno-moždanu barijeru, odnosno uspostavu njezine nor-
malne funkcije (8a i b). U nekih tretiranih životinja, kao i u kontrolnoj netretiranoj skupini, 
primijećeno je blago obojenje pojedinih dijelova središnjeg živčnog sustava, što upućuje 
na to da je došlo do istjecanja albumina na području cirkumventrikularnih organa u kojima 
nedostaje krvno-moždana barijera (8a i b). U teleosta su poznati cirkumventrikularni organi 
hipotalamsko-hipofizni sustav, paraventrikularni organ, posteriorni recesusni organ, posteri-
orna recesusna jezgra i succus vasculosus, a u nekih teleosta, primjerice šarana, urofiza (182, 
183, 184).
Rezultati istraživanja koji se odnose na moždani edem pokazuju znakove edema u obje 
tretirane skupine, tj. 6 sati i 24 sata nakon primjene GTN (slika 11, 12, 13 i 14). Usprokos 
zatvaranju krvno-moždane barijere, što je dokazano nepropusnošću za molekule albumina 
koje su vezane na Evansovo plavilo, suvišni dio tekućine ostaje zarobljen u intersticijskom 
prostoru mozga i nakon 24 sata. Na sisavcima su provedena brojna istraživanja koja svje-
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doče o povezanosti povećane propusnosti krvno-moždane barijere i nastanka cerebralnog 
edema s povećanom sintezom NO (185, 186, 187). U ovom smo radu pokazali da postoji 
statistički značajna pozitivna povezanost između koncentracije ukupnih nitrata i nitrita u se-
rumu šarana i propusnosti krvno-moždane barijere (stupanj obojenja Evansovim plavilom) 
te između koncentracije ukupnih nitrata i nitrita i postojanja moždanog edema (udjel mokre 
tvari u mozgu) (tablica 3). Ipak, postavke našeg istraživanja ne daju preciznu informaciju o 
tome je li uloga NO u nastanku moždanog edema neizravna, u smislu da edem nastaje kao 
posljedica otvaranja krvno-moždane barijere pod utjecajem NO ili NO izravno sudjeluje 
u nastanku moždanog edema. Istraživanja Louina i suradnika pokazuju da primjena iNOS 
inhibitora smanjuje neurološki deficit, ali ne i cerebralni edem koji je nastao kao posljedica 
traumatskog oštećenja mozga (188, 189). Rezultati takvih istraživanja ne podupiru izravnu 
ulogu NO u nastanku moždanog edema koja bi bila neovisna o njegovom utjecaju na otva-
ranje krvno-moždane barijere.
Molekula NO, koju sintetizira endotelna NOS, korisna je u modelu traumatskog oštećenja 
mozga i žarišne moždane ishemije povećavajući protok krvi u penumbri (190, 191). Na prvi 
pogled kontradiktorna uloga NO u fiziologiji i patofiziologiji kralježnjaka samo povrđuje da 
je NO posvuda prisutna molekula s brojim funkcijama u organizmu. Rezultati našeg istraži-
vanja koje se odnosi na cerebralnu vazodilataciju nakon primjene donora NO, kao i mnogih 
drugih istraživanja, potvrđuju poznatu ulogu NO u povećanju cerebralnog protoka u viših i 
nižih kralježnjaka.
Evolucijski dokazi upućuju na to da je potreba suptilne ionske homeostaze koja okružuje 
centralne sinapse glavni selektivni pritisak koji je doveo do usavršavanja sustava barijere 
središnjega živčanog sustava (192). Propusnost krvno-moždane barijere može se modulirati 
brojnim signalnim procesima. Modulirajući agensi mogu potjecati iz krvi ili iz stanica koje 
su povezane s krvnim žilama. NO je prisutan kao važna molekula u fiziologiji moždane 
cirkulacije, ali mu funkcija varira u ovisnosti o evolucijskom stupnju vrste. Rezultati ovog 
istraživanja upućuju na to da donor NO inducira povećanje propusnosti krvno-moždane ba-
rijere u šarana, vjerojatno tako da potiče sintezu peroksinitrita. Histološkim ispitivanjima 
utvrđena je prisutnost NO sintaze u središnjem živčanom sustavu svih istraživanih vrsta 
kralježnjaka, pa tako i šarana (150). Još nema dovoljno komparativnih fizioloških istraživa-
nja koja se odnose na preciznu ulogu i funkciju NO u pojedinih nižih vrsta kralježnjaka. U 
svjetlu povezanosti NO i središnjega živčanog sustava ribe najviše je pozornosti posvećeno 
istraživanjima regulacije cerebralnog protoka (148). U ovom je radu ispitivan utjecaj NO na 
propusnost krvno-moždane barijere u šarana, što pridonosi novim spoznajama u istraživa-
njima na nižim kralježnjacima.
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Naše istraživanje također pokazuje da je povećana propusnost krvno-moždane barijere iza-
zvana primjenom donora NO reverzibilna te je kao takva potencijalno primjenjiva u stanjima 
kada je potrebna povremena primjena određene terapijske tvari u središnji živčani sustav. U 
pokusnih životinja dokazana je veća kemoterapijska učinkovitost citostatika na tumore koji 
zahvaćaju SŽS dodavanjem donora NO. U istraživanju Konovalove i suradnika primjena 
ove kombinirane terapije rezultirala je značajnim povećanjem životnog vijeka miševa koji 
su imali leukemiju. U tom je istraživanju životni vijek miša tretiranog ciklofosfamidom i 
donorom NO trostruko povećan u usporedbi s miševima koji su primali sam ciklofosfamid 
(193). Nedavno su u preliminarnim kliničkim pokusima predložene neke terapijske stra-
tegije moždanog glioma kojima se modificiraju onkogeni u tumorskim stanicama i protok 
krvi u tumoru kao i bioraspoloživost antitumorskih lijekova u tumorsko tkivo, u čemu bi 
važnu ulogu imao NO (194). Kao važna karakteristika u istraživanjima takve vrste ističe se 
svojstvo NO da povećava propusnost krvno-moždane barijere. Tvari i postupci koji su se do 
sada istraživali u svrhu poticanja povećanja propusnosti krvno-moždane barijere jesu dimetil 
sulfoksid, bradikinin ili njegov stabilni snažni analog RMP-7, antitumorski agens etoposid 
te mehanički stresori kao što su hipertenzija i hiperkapnija, ali nijedan se nije pokazao trajno 
neškodljivim (195). Na temelju rezultata našeg pokusa povećanje propusnosti krvno-mož-
dane barijere pod utjecajem NO pokazalo se reverzibilnim i vremenski predvidljivim, me-
đutim, poznato je da u tim okolnostima neminovno dolazi do ekstravaskularnog istjecanja 
proteina seruma, odnosno vazogenoga moždanog edema (196, 197). Duljina vremenskog 
intervala u kojem je otvorena krvno-moždana barijera važan je čimbenik koji utječe na op-
sežnost moždanog edema (198). U uvjetima otvorenosti krvno-moždane barijere te izlaska 
proteina plazme u intersticijski prostor dolazi do migracije leukocita u središnji živčani su-
stav i razvoja upalne reakcije (199). Nastajanje moždanog edema prati povišenje tkivnog 
tlaka, što dovodi do smanjenja cerebralnog protoka krvi i smanjenja energijske opskrbe te 
do daljnjeg oštećenja tkiva.
Zbog potrebe komparativno-anatomskih istraživanja i određenih prednosti u manipulaciji 
pojedinih životinjskih vrsta, u biomedicinskim znanstvenim istraživanjima sve se više ko-
riste tzv. alternativni modeli. Od tih životinjskih modela u evolucijskom smislu posebna se 
pozornost posvećuje nižim kralježnjacima. Ribe su najraznolikija, najbrojnija i geografski 
najraširenija skupina kralježnjaka na Zemlji. Od 1990. godine ribe se sve više koriste u 
biomedicinskim istraživanjima kao model za proučavanje evolucijskog razvoja, ali i obolje-
nja ljudi, posebice u toksikološkim testiranjima te u akvakulturnim istraživanjima u svrhu 
unapjređenja uzgoja ribe kao ljudskog hranjiva (200). Većina riba koja se koristi u toksiko-
loškim istraživanjima pripada superrazredu Gnathostoma, razredu Osteichthyes, podrazredu 
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Actinopterigii, infrarazredu Teleostei, vrsti Eutelaosti (kalifornijska pastrva, zebrasta riba, 
japanska riba riže) (201). Zebrasta riba (Danio rerio) postala je često korištena riblja vrsta u 
brojnim istraživanjima. Budući da su njezini embriji prozirni, razvijaju se izvan majke i brzo 
rastu, često se koriste u istraživanjima evolucije i fiziologije kralježnjaka (202). Kalifornij-
ska pastrva nerijetko se koristi u istraživanju kancerogenosti (201). Šaran, kao predstavnik 
vrste koja je izrazito otporna na anoksiju, dosta se koristio u istraživanjima mehanizama koji 
su odgovorni za tu osobitost i selektivnu prednost (150, 151, 203). Od teleosta se u istraži-
vanju krvno-moždane barijere koristila zebrasta riba (204), dok se šaran nije često koristio 
kao model za takva istraživanja te stoga rezultati ovog rada daju novi i originalni doprinos 
proučavanjima ponašanja i regulacije krvno-moždane barijere u nižih kralježnjaka.
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6.  zAklJučCi
Ispitano je djelovanje gliceriltrinitrata (GTN), kao donora NO, na propusnost krvno-mož-
dane barijere in vivo u šarana (C. carpio L.). Određivanje koncentracije ukupnih nitrata i 
nitrita u serumu pokazalo je bifazični obrazac ponašanja sa statistički značajnim povećanjem 
koncentracije u odnosu na kontrolne životinje 15 minuta i 1 sat nakon primjene GTN te 
najvećim povećanjem koncentracije nakon 6 do 8 sati, što upućuje na endogenu sintezu NO 
potaknutu primjenom GTN.
Šest sati nakon primjene GTN došlo je do otvaranja krvno-moždane barijere što se vremen-
ski podudara sa značajnim povećanjem koncentracije serumskih nitrita i nitrata te drži da su 
te dvije pojavnosti uzročno povezane. Krvno-moždana barijera zatvara se nakon 12 sati od 
primjene GTN, što upućuje na reverzibilnost promjene. Propusnost krvno-moždane barijere 
dokazali smo na temelju istjecanja Evansovog plavila koje veže albumin, a za koji je krv-
no-moždana barijera u normalnim uvjetima nepropusna. Otvaranje krvno-moždane barijere 
vremenski prati nastanak moždanog edema koji smo dokazali metodom mjerenja omjera 
suhe i mokre tvari te histološki. Osim histoloških znakova moždanog edema, dokazali smo 
promjene karakteristične za vazodilataciju, tipično uzrokovanu djelovanjem NO.
Naše je istraživanje pokazalo da postoji statistički značajna pozitivna povezanost između 
koncentracije ukupnih nitrata i nitrita u serumu šarana i propusnosti krvno-moždane barijere 
te između koncentracije ukupnih nitrata i nitrita i postojanja moždanog edema.
Promatrani u cjelini, naši rezultati podupiru nekoliko pretpostavki. Donor NO može uzroko-
vati reverzibilno i vremenski predvidljivo povećanje propusnosti krvno-moždane barijere u 
šarana, vjerojatno tako da potiče sintezu peroksinitrita. Posljedično dolazi do razvoja mož-
danog edema i vazodilatacije. Slijed navedenih promjena u ovoj nižoj kralježnjačkoj vrsti 
odgovara sličnim do sada istraženim promjenama koje su utvrđene u sisavaca.
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7.  SAŽetAk nA hRvAtSkoM Jeziku
Cilj ovoga istraživanja bio je utvrditi djelovanje dušik (II) oksida (NO) na propusnost krv-
no-moždane barijere in vivo u šarana korištenjem gliceriltrinitrata (GTN) kao donora NO. 
Ustanovili smo i vremenski odredili reverzibilnost procesa povećane propusnosti krvno-
moždane barijere, pratili, opisali i vremenski odredili razvoj moždanog edema te utvrdili 
sličnost mehanizma povećanja propusnosti krvno-moždane barijere u kojem sudjeluje NO 
na nižim kralježnjacima u odnosu na do sada istraživane vrste.
Pokus je izveden na dvogodišnjoj šaranskoj mlađi (Cyprinus carpio L.) tretiranoj gliceriltrini-
tratom u dozi od 1 mg/kg tjelesne mase. U serumu životinja u vremenskim je razmacima od 
15 minuta te 1 sat, 3 sata, 6 sati, 8 sati, 12 sati i 24 sata nakon tretmana određena koncentracija 
ukupnih nitrita i nitrata komercijalnim test-paketom. U kontrolnoj skupini i u tretiranim skupi-
nama analizirana je propusnost krvno-moždane barijere 6 sati, 12 sati i 24 sata nakon primjene 
GTN na temelju istjecanja Evans plavila na makroskopskom uzorku mozga i mikroskopskim 
preparatima s pomoću fluorescentnog mikroskopa. U vremenskim razmacima od 6 sati i 24 
sata nakon tretmana gravimetrijskom metodom odredili smo pojavu moždanog edema, koji 
smo opisali na hemalaun-eozin obojenim preparatima mozga pod svjetlosnim mikroskopom.
Ukupna koncentracija nitrata i nitrita pokazala je bifazičan obrazac promjene s najvišim 
koncentracijama 15 minuta nakon primjene GTN, srednja vrijednost ± SEM: 188,1 ± 23,82 
μmol/l te nakon 6 sati (236,4 ± 64,67 μmol/l) i 8 sati (255,2 ± 25,81 μmol/l). Dinamika 
promjene koncentracije nitrata odgovara ukupnoj koncentraciji nitrata i nitrita. Najviše su 
vrijednosti 15 minuta nakon primjene GTN (180,2 ± 25,76 μmol/l) te 6 sati (232,4 ± 63,84 
μmol/l) i 8 sati nakon primjene (236,9 ± 89,12 μmol/l). Koncentracije nitrita su značajno 
niže od koncentracije nitrata, a maksimalne vrijednosti pokazuju nakon 3 sata (14,28 ± 9,63 
μmol/l) i 8 sati (16,17 ± 5,94 μmol/l) od primjene donora NO, iako se te vrijednosti statistič-
ki značajno ne razlikuju u odnosu na kontrolnu skupinu.
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Svi dijelovi mozga životinja (prednji mozak, međumozak, srednji mozak, mali mozak i leđ-
na moždina) u skupini koja je analizirana 6 sati nakon primjene GTN pokazale su stupanj 
obojenja »3«. Odgovarajući dijelovi mozga u kontrolnoj skupini i u skupinama koje su ana-
lizirane 12 sati i 24 sata nakon primjene donora NO pokazali su neobojenje, odnosno blago 
obojenje u područjima cirkumventrikularnih organa. Nalaz upućuje na povećano propusnu 
krvno-moždanu barijeru 6 sati nakon primjene donorskog sredstva NO, dok u kontrolnoj 
skupini nije došlo do otvaranja krvno-moždane barijere, a u skupinama koje su analizirane 
12 sati i 24 sata nakon primjene ponovno je došlo do njezinog zatvaranja. Navedeni rezultati 
potvrđeni su metodom istjecanja Evans plavila koja se izvodi analiziranjem pod fluorescen-
tnim mikroskopom.
Ispitivanje moždanog edema gravimetrijskom metodom pokazalo je da mozak kontrolne 
skupine životinja ima M = 74,2% (IQR 25-75% = 72,2% – 76,1%), dok mozak skupina 
tretiranih gliceriltrinitratom pokazuje znakove edema te nakon 6 sati ima 78,1% (77,0% – 
80,2%) vode, a nakon 24 sata 78,5% (77,5% – 80,4%) vode, što je u obje tretirane skupine 
statistički značajno više u odnosu na kontrolnu skupinu. Ovi nalazi potvrđeni su i histološki 
opisani na preparatima obojenima hemalaun-eozinom te analizirani pod svjetlosnim mikro-
skopom.
Istraživanje je pokazalo da je primjena gliceriltrinitrata kao donora dušik (II) oksida induci-
rala endogenu sintezu NO, koja je vidljiva nakon 6 sati i 8 sati od primjene. Povećana sinteza 
NO povezana je s povećanom propusnošću krvno-moždane barijere u šarana u istom vre-
menskom intervalu od 6 sati nakon primjene donorskog sredstva. Nakon 12 sati, a poglavito 
nakon 24 sata, krvno-moždana barijera vraća se u prvotno stanje, no i dalje ostaje moždani 
edem koji je jasno vidljiv i 24 sata nakon primjene gliceriltrinitrata.
Pokazali smo da postoji statistički značajna pozitivna povezanost između koncentracije uku-
pnih serumskih nitrata i nitrita i propusnosti krvno-moždane barijere te između koncentraci-
je ukupnih nitrata i nitrita i postojanja moždanog edema.
Iz rezultata navedenih istraživanja možemo zaključiti da primjena donora NO dovodi do 
reverzibilnog otvaranja krvno-moždane barijere i pojave moždanog edema u šarana, što je 
do sada dokazano i na nekim vrstama sisavaca.
Ključne riječi: krvno-moždana barijera, šaran, gliceriltrinitrat, dušik (II) oksid, moždani edem
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8. SAŽetAk i nASlov nA engleSkoM Jeziku
ROLE OF NITRIC OXIDE ON BLOOD-BRAIN  
PERMEABILITY IN COMMON CARP (Cyprinus carpio L.)
The aim of this study was to determine the effect of nitric oxide (NO) on blood-brain barrier 
permeability in vivo in common carp by using glyceryltrinitrate (GTN) as an NO donor. We 
have established the reversibility and duration of increased permeability of the blood-brain 
barrier; we have observed, described and determined the duration of brain edema formation, 
and defined the similarities of the mechanism of NO regulated increase of the blood-brain 
barrier permeability in lower vertebrates and the species investigated so far.
We experimentally treated two-year-old carp (Cyprinus carpio L.) with 1 mg glyceryltrini-
trate/kg body weight. Total nitrate and nitrite concentrations in the carp sera were determined 
15 minutes, 1 hour, 3 hours, 6 hours, 8 hours, 12 hours, and 24 hours after treatment by us-
ing the commercial kit. In both control and treated groups blood-brain barrier permeability 
was analyzed at 6, 12, and 24 hours after GTN application based on Evans blue leakage in 
the brain specimens; the specimens were also observed under a fluorescent microscope. 
Brain edema was determined by using the wet/dry method and described on hemalaun-eosin 
stained preparations under a light microscope 6 and 24 hours after GTN treatment.
The total concentration of nitrite/nitrate showed a biphasic pattern with maximum concentra-
tions 15 minutes after GTN application, mean values ± SEM: 188.1 ± 23.82 μmol/l, and after 
6 hours (236.4 ± 64.67 μmol/l) and 8 hours (255.2 ± 25.81 μmol/l). The dynamic changes of 
nitrate concentrations followed that of total nitrite/nitrate concentrations. Maximum values 
were observed 15 minutes after GTN application (180.2 ± 25.76 μmol/l), and after 6 (232.4 ± 
59
63.84 μmol/l) and 8 hours (236.9 ± 89.12 μmol/l). Nitrite concentrations were considerably 
lower than nitrate concentrations, and maximum values were achieved 3 hours (14.28 ± 9.63 
μmol/l) and 8 hours (16.17 ± 5.94 μmol/l) following NO donor application, although those 
values were not statistically different as compared to control group.
All parts of the carp brain (forebrain, midbrain, hindbrain, little brain, spinal cord) showed 
coloration score »3« in the group analyzed 6 hours after GTN application. Corresponding 
parts of the brains in the control group and in the groups analyzed 12 and 24 hours following 
GTN application showed no coloration and/or mild coloration in the areas of circumven-
tricular organs. These findings indicate increased blood-brain barrier permeability 6 hours 
after NO donor application, while no increased permeability was observed in the control 
group. The blood-brain barrier in the groups analyzed 12 and 24 hours after GTN application 
was again impermeable. The results were confirmed by the method of Evans blue leakage 
analyzed under a fluorescent microscope.
The degree of brain edema was evaluated using the wet-dry weight method. The control 
group brains contained M = 74.2% (IQR 25 - 75% = 72.2% - 76.1%) water, while the brains 
of both groups of the animals treated with GTN showed signs of edema with 78.1% (77.0% – 
80.2%) water observed 6 hours after treatment, and 78.5% (77.5% – 80.4%) water observed 
24 hours after treatment. These findings were histologically confirmed with hemalaun-eosin 
staining of the preparations and analyzed under a light microscope.
This investigation has shown that application of NO donor glyceryltrinitrate induced en-
dogenous synthesis of nitric oxide which is up-regulated 6 and 8 hours after application. 
Increased NO synthesis is associated with increased permeability of the blood-brain barrier 
and develops at the same time interval of 6 hours following NO donor application. Although 
12 and especially 24 hours after treatment the blood-brain barrier had completely restituted, 
brain edema still persisted 24 hours following GTN treatment.
Our research demonstrated a statistically significant positive correlations between total ni-
trate and nitrite concentrations in sera and blood-brain barrier permeability, and between 
total nitrate and nitrite concentrations and brain edema presence.
From these results we can conclude that NO donor application causes reversible blood-brain 
barrier opening and brain edema formation in common carp, a phenomenon which has so far 
been proven on some mammal species.
Key words: blood-brain barrier, carp, glyceryltrinitrate, nitric oxide, brain edema
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